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1. PARTE TEORICA
1 .1 .  INTRODUCCION
Una de l a s  m ayores c o n tr ib u c io n e s  de l a  Quimica a  l a  A g r ic u l tu r a  ha 
s id o  l a  in t ro d u c c io n  de s u s ta n c ia s  con a c t iv id a d  f i t o t o x i c a .  Su u t i l i z a ­
t io n  e s t a  hoy d ia  co n sid è ra b lem ente  e x te n d id a ,  p u d ien d o se  c i t a r ,  e n t r e  
o t r a s ,  la s  s ig u ie n te s  a p l ic a c io n e s :
a) Como h e r b ic id a s  s e l e c t i v o s ,  c o n tra  p la n ta s  p e r ju d i c i a l e s  p a ra  
c u l t iv o s .
b ) Como d e f o l i a n te s  en epocas de r e c o le c c id n .
c) Como h e r b ic id a s  c o n t ra  p la n ta s  que c re c e n  en zonas i n d u s t r i a l e s ,  
v îa s  de co m u n ica tio n , e t c .
d) P a ra  e l im in a r  a rb u s to s  de p a s t i z a l e s .
e ) P a ra  c o n t ro l  de e s p e c ie s  en e x p lo ta c io n e s  f o r e s t a l e a .
Hast a  h ace  r e la t iv a m e n te  poco tiem po e l  uso de s u s ta n c ia s  f i t o t S x i -  
cas  descan sab a  so b re  b a se s  puram ente e m p ir ic a s .  A c tu a lm en te , p o r  e l  con­
t r a r i o ,  son cada vez mas num erosas l a s  i n v e s t ig a c io n e s  r e a l iz a d a s  p a ra  ejs 
tu d i a r  e l  m etabo lism o de lo s  in h ib id o r e s  d e l  c re c im ie n to  v e g e ta l  y e l  nm 
canism o in tim o  de su  a c t io n  f i t o t o x i c a .  De e s t a  form a l a  s i n t e s i s  de nu^ 
vas  e s t r u c tu r a s  -mas a c t iv a s  o d o ta d a s  de una mayor s e l e c t i v i d a d -  s e  pue 
de en cau za r p o r  una v ia  mâs r ig u r o s a .
Queda, no o b s ta n te ,  una m a te r ia  que o rd in a r ia m e n te  r e c ib e  menos 
a te n c io n . Es e l  e s tu d io  de lo s  e f e c to s  de lo s  h e r b ic id a s  o su s  m e ta b o li­
t e s  so b re  lo s  an im ale s  s u p e r io r e s .  Aunque, n a tu ra lm e n te ,  s e  t i e n e n  d a to s  
so b re  l a  to x ic id a d  p a ra  m am iferos de c a s i  to d a s  l a s  s u s ta n c ia s  u t i l i z a -  
das en l a  r e g u la t io n  d e l  c re c im ie n to  v e g e t a l ,  son pocos lo s  r e f e r e n t e s  a 
l a s  p o s ib i l id a d e s  de su  a c c id n  c o n c re ts  so b re  e l  m etabolism o an im a l. La 
in v e s t ig a t io n  en  e s t e  te r r e n o  t i e n e  a s i  un in t e r ê s  s u p e r io r  a l  puram ente 
e s p e c u la t iv o ,  a l  d e s c u b r ir  lo s  r ie s g o s  e x a c to s  que pueden d e r iv a r s e  d e l  
empleo de t a i e s  h e r b ic id a s .
Uno de lo s  in h ib id o re s  d e l  c re c im ie n to  v e g e ta l  mâs u t i l i z a d o  e s  e l
a m itro l  ( 3 * r â m in o - l ,2 ,4 - t r i a z o l) .
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Aunque fu e  s in te t i z a d o  a l  f i n a l  d e l s ig lo  pasado p o r C u r t iu s  y Lang 
y s e  e s tu d ia ro n  a lg u n as  de su s  p ro p ied a d es  qu im icas (1 ) ,  su  f i t o to x ic id a d  
no se  o b se rv e  h a s ta  1954 (2 ) .  In ic ia lm e n te  se  empleo como d e f o l i a n te  d e l 
a lgodôn p e ro  poco mas ta rd e  se  d e sc u b r io  su  to x ic id a d  f r e n te  a d iv e rs a s  
h ie rb a s  p e r ju d i c ia l e s  p a ra  c u l t iv o s  (3 ) .
Son muy num erosos lo s  e s tu d io s  p u b lic a d o s  a c e rc a  de su  modo de acc io n  
y p o s ib i l id a d e s  de a p l ic a c io n .  D ejando de lad o  e s to s  û ltim o s  -d e  e scaso  
in t e r ê s  en e l  carapo de l a  B ioqu im ica- se  r e v is a r a n  a c o n t in u a c io n , d e l mo^  
do mas com plète p o s ib le ,  lo s  d a to s  que e x is te n  so b re  l a  tra n s fo rm a c iô n  
d e l a m itro l  en v e g e ta le s  y sus i n t e r f e r e n c i a s  con e l  m etabolism o de h id ra  
te s  de ca rb o n o , p o r f i r i n a s ,  am in o ac id o s, b ases  n itro g e n a d a s , a c id o s  nu­
c le ic o s  y p r o te în a s .  La c o n s id e ra c io n  de todos e l l o s ,  ju n te  con l a s  e s c a -  
s a s  r e f e r e n c ia s  a c tu a le s  so b re  l a  a c c io n  de e s te  h e rb ic id a  en an im a le s  sju 
p e r io r e s ,  l l e v a r a  a j u s t i f i c a r  e l  e s tu d io  de l a  in f lu e n c ia  d e l  a m it ro l  s£  
b re  l a  b i o s î n t e s i s  de p r o te în a s  en m am îferos, o b je to  c e n t r a l  de e s t a  in -  
v e s t i g a c io n .
1 .2 .  METABOLISMO DEL AMITROL EN VEGETALES
E l a m itro l  a p lic a d o  en e l  s u e lo  se  ab so rb e  por l a s  r a îc e s  (2) y se  
t r a s l a d a  a l a s  h o ja s ,  desde donde es r e d i s t r i b u id o  p o r lo s  v aso s  l i b e r i a -  
nos (4 ,5 )  de l a  misma form a que e l  a m itro l  a p lic a d o  to p icam e n te . Los ensai 
yos p re v io s  r e a l iz a d o s  con a m itro l-5 -^ ^ C  dem ostraron  que l a  a c t iv id a d  se  
acum ula p re fe re n te m e n te  en lo s  m eristem os o t e j id o s  jo v e n es  (6 ,7 )  s ien d o  
e s c a s a  l a  p r e s e n ts  en lo s  t e j i d o s  ya maduros en e l  momento de l a  a p l i c a ­
c io n  d e l h e r b ic id a  (4 ) . A l a  lu z  de lo s  ex p érim en tes  de C a r te r  y N ay lo r 
(8) se  ha podido  c o n s ta t e r ,  no o b s ta n te ,  l a  no p re s e n c ia  d e l a m itro l  en 
lo s  t e j id o s  m e r is te m a tic o s .  La a c t iv id a d  h a l la d a  en e l l o s  se  d eb e , p u e s , 
a m e ta b o li te s  que co n se rv an , a l  menos en p a r t e ,  e l  a n i l l o  de t r i a z o l .  Es­
te s  r e s u l ta d o s  concuerdan  con l a  h ip o te s i s  de que e l  a m i t r o l ,  p fev iam en te
a su  t r a n s lo c a c î6 n  v fa  flo em a , debe c o n v e r t î r s e  en un d e riv a d o  que perm i­
t s  e l  t r a n s p o r te  a c t iv e  (9 ) .
Son muy num erosos lo s  d a to s  que e x i s t e n  en l a  b i b l i o g r a f î a  so b re  com 
p u e s to s  m e tab o licam en te  d e r iv a d o s  d e l  a m itro l ." R a c u s e n  (7) fu e  e l  p rim e- 
ro  que d e s c r ib io  l a  p re s e n c ia  de dos m e ta b o l i te s ,  X e Y, en  p la n ta s  t r a -  
ta d a s  con e l  h e r b ic id a .  Los dos dan re a c c io n  p o s i t i v a  con e l  d c id o  8-ami^ 
n o - l - n a f t o l - 3 ,6 - d i s u l f ô n ic o  ( r e a c t iv e  ’ÎH") que e s  e s p e c î f ic o  de a m in o tr ia  
z o le s .  Ademas, e l  compuesto X p roduce c o lo ra c i5 n  p u rp ü rea  con n in h id r in a .  
Y ost y W illiam s e n c o n tra ro n  tam biên  un d e r iv a d o  d e l  a m it ro l  capae de d a r  
re a c c io n  p o s i t i v a  con n in h id r in a  (1 0 ) ,
En 1959 M ass in i (11) d e te c to  un d e r iv a d o  d e l  a m i t r o l ,  ATX, en l a s  
p la n ta s  que , d espuês de t r a t a d a s  con e l  h e rb ic id a  en c o n c e n tra c lo n e s  no 
l é t a l e s ,  c o n tin u a b a n  c re c ie n d o  en p re s e n c ia  de l a  lu z .  Pudo a i s l a r l o  y 
d e s c r i b i r  a lg u n a s  de  su s p ro p ie d a d e s  f f s i c a s  y qu îm icas que l e  p e r m i t i e -  
ro n  e s ta b l e c e r  su  e s t r u c tu r a  como un a-am in o âc id o  que co n serv ab a  e l  n ü -  
c le o  de a m in o tr ia z o l .  Poco mas ta r d e  C a r te r  y  N aylor (8 ,1 2 ) e n c o n tra ro n  
tam biên  dos m e ta b o l i to s ,  I  y I I ,  que d ie ro n  re a c c io n  p o s i t i v a  con e l  reac_ 
t iv o  "H". H e r re t  y L inck  (9) d e s c r ib ie r o n  o t r o s  dos que ig u a lm en te  d en o - 
m inaron  I  y I I  y M il le r  y H a ll  l l e g a r o n  a  id ê n t ic o s  r e s u l t a d o s ,  llam ando 
X e Y a  su s  d e r iv a d o s  (1 3 ).
E l com puesto I  de C a r te r  y N ay lo r da r e a c c id n  p o s i t i v a  con n in h id r ^  
na  y s e  o r ig in e  a p a r t i r  de a m itro l  po r un la d o  y s e r in a  p o r o t r o  (1 4 ) . 
H il to n  (1 5 ) , comparando to d o s  e s to s  r e s u l t a d o s ,  l l e g ë  a  e s t a b l e c e r ,  en 
1963, l a  id e n t id a d  d e l  ATX de M assin i con e l  com puesto I  de  C a r te r  y Nay­
l o r ,  e l  X de R acusen y de M il le r  y H a l l ,  e l  I I  de  H e rre t  y L inck  y e l  des^ 
c r i t o  p o r Y ost y  C ol. E s te  mismo ano M ass in i (16) c o n s ig u ië  i d e n t i f i c a r  
e s t e  m e ta b i l i to  como 3 - ( 3 - a m i n o - l ,2 , 4 - t r i a z o l - l - i l ) - a - a l a n i n a .
No o b s ta n te ,  no puede a d m i t i r s e ,  s in  c i e r t a s  r é s e r v a s ,  l a  id e n tid a d  
e s ta b le c id a  p o r H il to n .  Las r e a c c io n e s  c o lo re a d a s  de  lo s  d e r iv a d o s  c i t a -  
dos c o in c id e n  con una d n ic a  d i f e r e n c ia  en lo  que r e s p e c ta  a l  com porta- 
m ien to  d e l  ATX de M assin i y e l  com puesto I  de C a r te r  y N ay lo r f r e n t e  a 
l a  re a c c io n  d e l  n i t r o p r u s i a to  (T ab la  I ) , p e ro  no puede d e c i r s e  lo  mismo 
so b re  lo s  d a to s  c ro m a to g rê f ic o s . En l a  t a b la  I I  s e  reco g e n  lo s  R^^ ( d i s -  
ta n c ia  r e c o r r id a  por e l  m e ta b o l i to /d i s ta n c ia  r e c o r r id a  p o r e l  a m itro l )  
de lo s  m e ta b o li to s  d e s c r i t o s  en d i s t i n t o s  s is te m a s  de d is o lv e n te s .
A l a  lu z  de  e s to s  d a to s ,  p u b lic a d o s  en su mayor p a r t e  despuês de l a
TABLA I
REACCIONES COLOREADAS PRODUCIDAS POR LOS METABOLITOS 
DEL AMITROL CON DIFERENTES RBACTIVOS
R e a c tiv o
M E T A B O L I T O
ATX X I  I I
(M assin i)  (R acusen) (C a r te r -N a y lo r )  (H e r re t t -L in c k )
N in h id r in a  p u rp u ra  p u rp u ra  a z u l-v e rd o s o  a z u l-v e rd o s o
"H" ro jo  r o jo - n a r a n ja  r o jo  r o jo
N i t r o p r u s ia to  (a ) n . r . v . (*) v e rd e
Fenol-H C l (b) a m a r i l lo  a m a r i l lo
E h r l ic h  a m a r il lo  a m a r i l lo  a m a r i l lo
a) K, A. Sund; J .  Agr. Food Chem., 57 (1956 ).
b )  F. D. A ld r ic h  y S .R . M cL ane;P lant P h y s io l . ,  32 . 153 (1957).
(*) n . r . v .  = no hay re a c c io n  v i s i b l e .
r e v is io n  de H i l to n ,  p a re c e  c o n firm a rse  l a  id e n t id a d  d e l  ATX con e l  X de 
M il le r  y H a ll ,  e l  com puesto I  de C a r te r  y N ay lo r y e l  I I  de H e r r e t t  y ' 
L in c k , pero  pueden e x i s t i r  dudas r e s p e c to  a  l a  n a tu r a le z a  d e l  com puesto X 
de R acusen.
E l o t r o  d e riv a d o  -  aün no id e n t i f i c a d o  -  capaz de r e a c c io n a r  con e l  
r e a c t iv o  "H" p a re c e  s e r  comun a  to d a s  l a s  e s p e c ie s  e s tu d ia d a s .  A l menos s e  
ha  demostra d o  l a  id e n t id a d  e n t r e  e l  m e ta b o li to  Y de M il le r  y H a l l ,  e l  ccm 
pues to  Y de Racusen y e l  I  de H e r r e t t  y L inck  (1 7 ) .
Las p ro p o rc io n e s  r e l a t i v a s  de ambos d e r iv a d o s  v a r ia n ,  s i n  em bargo, 
con l a  e s p e c ie  v e g e ta l  t r a t a d a  con e l  h e r b ic id a .  A s i , l a  a m i t r o l i l a l a n in a  
e s  e l  m e ta b o li to  mas abondan te  en a lu b ia s  (P h aseo lu s  v u lg a r i s )  ( 7 ) ,  m ien- 
t r a s  que en e l  a lgodon  (Gossypium s p . )  es  e l  p r é s e n te  en menos p ro p o rc ië n  
(1 3 ) .
La fo rm a tio n  de e s to s  d e r iv a d o s  no p a re c e  s e r  e l  m otivo de l a  to x ic ^  
dad d e l a m i t r o l .  La p r im e ra  p ru e b a , aunque in c o m p le te , a e s t e  r e s p e c te  de 
r i v a  d e l  hecho de que e l  3 - h i d r o x i - l , 2 , 4 - t r i a z o l ,  com puesto no p e r  j u d i c i a l  
p a ra  lo s  v e g e ta le s ,  s u f r e  en e l l o s  tra n s fo rm a c io n e s  sem e jan te s  a  l^ s  d e l 
a m itro l  (1 8 ) . P o s te r io rm e n te  s e  ha d em o strad o , de modo in e q u îv o c o , |q u e  
ninguno de lo s  dos d e r iv a d o s  m encionados es  to x ic o  p a ra  la s  p lan ta it, ( 7 ,8 ,
TABLA I I
X 100 DE ALGUNOS METABOLITOS DEL AMITROL 
EN DISTINTOS SISTEMAS DE DESOLVENTES
D I S 0 L V E N T E
M e ta b o lito 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
X
(R acusen) 30 29 47 33 73
X * 
(M il le r -H a l l ) 51 12 42 24 23
I
(C a r te r  y N ay lo r) 35 68
I I
(H e r r e t t  y L inck) 75 12
ATX
(M assin i) 39 55 75 20 76 42 76 9 14 31 33 21
1 : M ecano l-âc . fo ra ic o -a g u a  80^15:5 
2 : B u ta n o l-a c . a c ê tic o -a g u a  2 7 :7 :1 7  
3: Iso p ro p an o l-am o n iaco -ag u a  6 :2 :2  
4: P i r id in a - a g u a  8 :2  
5: F en o l-ag u a  8 :2
6: B u ta n o l-â c . p ro p iê n ic o -a g u a  2 0 :1 0 :1 4  
7: F en o l-ag u a  72:28 
8: B u ta n o l-e ta n o l-a g u a  5 2 .5 :3 2 :1 5 .5  
9 : B u ta n o l-e ta n o l-a g u a  1 :4 :1  
10: P ro p a n o l-a c e ta to  de e t i lô - a g u a  6 :1 :3  
11: B u ta n o l-â c .a c ê t ic o -a g u a  4 :1 :5  (cap a  s u p e r io r )  
12: Iso p ro p an o l-am o n iaco -ag u a  8 0 :5 :1 5
1 6 ). Es mas, l a  fo ra a c io n  de a m i t r o l i l a l a n in a  p a re c e  i n t e r p r e t a r s e  como « 
una v ia  de d e s in to x ic a c io n  p a ra  lo s  v e g e ta le s  t r a t a d o s  (1 4 ) .
S i b ie n  lo s  dos m e ta b o li to s  m encionados son lo s  mas f re c u e n te m e n te  
d e s c r i to s  en l a  b i b l i o g r a f i a  a causa  de l a  f a c i l i d a d  de su  d e te c c io n  p o r  
re a c c io n e s  c o lo re a d a s  no son lo s  ün ico s  p ro d u c to s  de l a  tra n s fo rm a c io n  
d e l  a m it ro l .  C a r te r  y N ay lo r (8) a l  t r a t a r  v e g e ta le s  con a m itro l  5-^^C ejn 
c o n tra ro n  once p ro d u c to s  a c t iv o s  ademas de lo s  in d ic a d o s .  Iftio de e l l o s ,  
d e s c r i to  a n te r io rm e n te  p o r Rogers (19) fu e  e s tu d ia d o  p o r F re d r ic k  y G ent^  
le  que lo  h a l la r o n  en to d a s  l a s  e s p e c ie s  v e g e ta le s  t r a t a d a s  con e l  h e r b i ­
c id a .  Sus in v e s t ig a c io n e s  p re l im in a re s  p e rm itie ro n  c a r a c t e r i z a r l o  como un 
g lu c ô s id o  de a m itro l  (20 , 2 1 ). Poco mas ta rd e  com probaron que e l  compues­
to  no e ra  capaz de d ia z o ta r s e  n i  re d u c ia  a lo s  r e a c t iv o s  de F e h lin g  y To- 
l l e n .  E s to s  d a to s ,  ju n to  con l a s  e v id e n c ia s  o b te n id a s  p o r e s p e c t ro s c o p ia  
i n f r a r r o j a  le s  p e rm itie ro n  i d e n t i f i c a r  e l  d e r iv a d o  como N - ( l - H - l ,2 ,4 - t r i f i i  
z o l -3 - i l ) - D - g lu c o p ir a n o s i la m in a  (2 2 ). Tambiên se  han o b te n id o  p ru eb as  
a c e rc a  de l a  no to x ic id a d  de e s t e  g lu c ô s id o  (17) que p a re c e  ju g a r  un p a -  
p e l  im p o rta n te  en e l  t r a n s p o r te  d e l h e r b ic id a  (2 3 ). Mas a d e la n te  se  d is c u  
t i r â n  l a s  im p lic a c io n e s  que supone su  fo rm aciôn  en e l  m etabolism o d e  h i ­
d ra to s  de ca rb o n o .
F in a lm e n te , conv iene  h a c e r  mèneion de lo s  e s tu d io s  r e a l iz a d o s  s o b re  
o t r o  d e riv a d o  d e l  m etabolism o d e l a m itro l  en v e g e ta le s  cuya i d e n t i f i c a ­
t io n  no s e  ha consegu ido  aun . Se t r a t a  d e l com puesto I I I  de H e r r e t t  (17) 
que r in d e  a m itro l  p o r h i d r ô l i s i s  e n .c o n d ic io n e s  muy su av es  y que es  5-7  
veces  mas to x ic o  que e l  p ro p io  h e rb ic id a .
1 .2 .1 .  I n f lu e n c ia  d e l a m itro l  so b re  l a  b i o s î n t e s i s  de p o r f i r i n a s .
E l p rim er s în tom a to x ic o  observado en l a s  p la n ta s  t r a t a d a s  con am i- 
t r o l  es  l a  c l o r o s i s  de l a s  h o ja s  c re c id a s  despuês de su  a p l ic a c io n  (2 ,2 4 ) .  
Se ha v i s t o ,  in c lu s o ,  que s i  s e  t r a t a n  p la n ta s  de m aîz d u ra n te  l a  m adura- 
c iô n  de l a  m azorca la s  s e m i l la s  que se  forman dan o r ig e n  a p lâ n tu la s  c lo -  
r ô t i c a s  (2 5 ).
E l a m itro l  in h ib e  l a  c a t a l a s a ,  ta n to  en v e g e ta le s  como en a n im a le s , 
i n  v i t r o  e in  v iv o  (26 , 27 , 2 8 ) . Pero  l a  in h i b i t i o n  in  v iv o  es i r r e v e r s i ­
b le  y t i e n e  lu g a r  con c o n c e n tra c lo n e s  d e l  h e r b ic id a  que é je r c e n  poca o n ia  
guna in f lu e n c ia  in  v i t r o  (2 9 -3 3 ). E s te  hecho condujo a  l a  h ip o t e s i s  de que 
e l  a m i t r o l ,  deb ido  a  su  r e l a t i v a  sem ejanza e s t r u c t u r a l  con e l  p i r r o l  po-
Ü fa i n h l b i r  l a  s î n t e s i s  de p o r f i r i n a s .  En e s t a  misma d i r e c t io n  p a r e c îa  ' 
a p u n ta r  e l  t r a b a jo  de A uerbach y c o l .  (34) que e n c o n tra ro n  que e l  a m itro l  
i n h i b î a  l a  L - t r i p tô f a n o : ' ox igeno o x id o re d u c ta s a ,  (EC 1 .1 3 .1 .1 2 )  o t r a  en z^  
ma con grupo p r o s t e t i c o  p o r f i r i n i c o .  A sî p u e s , d u ra n te  a lg u n  tiem po se  
penso  que l a  c lo r o s i s  s é r i a  co n secu e n c ia  de l a  i n h i b i t i o n  de l a  form aciôn  
de c l o r o f i l a  como caso p a r t i c u l a r  de l a  i n t e r f e r e n c i a  con l a  b i o s î n t e s i s  
de p o r f i r i n a s .  A lgunos h ech o s , s in  em bargo, s è  o p o n îan  a  e s t a  h ip o te s i s  
p r e v ia .  T a l e s  e l  caso  de l a  o b s e rv a tio n  p o r  p a r t e  de Heim y c o l . (30) de 
que e l  a m it r o l  no in h ib e  l a  fo rm aciôn  de to d o s  lo s  com puestos p o r f i r î n i ^  
C O S .  La h ip o t e s i s  ced iô  d é f in i t iv a m e n te  a l  d e m o s tra rse  que e l  h e r b ic id a  
no in h ib e  l a  b i o s î n t e s i s  de p o r f i r i n a s  ta n to  a  p a r t i r  de p o rfo b il in ô g e n o  
(35 , 36) como de g l ic o c o la  (1 9 ).
A ctualm en te  se  adm ite  que l a  in h ib ic iô n  de l a  s î n t e s i s  de c l o r o f i l a  
es un e f e c to  se c u n d a rio  a  l a  d e s t r u c t io n  de c lo r o p la s to s  que p ro v o ta  e l  
a m it ro l  (3 7 , 3 8 ) ,
La a p a r ic iô n  de c lo r o s i s  en l a s  p la n ta s  t r a t a d a s  p u ed e , desde lu e g o , 
c o n t r i b u i r  a  l a  acc iô n  f i t o t ô x i c a ,  p e ro  no e s  l a  u n ic a  cau sa  re sp o n s a b le  
de l a  in h ib ic iô n  d e l c re c im ie n to . En e f e c to ,  e s t a  in h ib ic iô n  s e  p roduce 
tam biên cuando e l  v e g e ta l  c re c e  en l a  o s c u r id a d ,  e s  d e c i r ,  en  a u se n c ia  de 
f o t o s î n t e s i s  (3 9 -4 2 ) . En e l  mismo s e n t id o  puede h a c e r s e  r e f e r e n d a  a  l a  
in h ib ic iô n  d e l  d e s a r r o l lo  de r a î c e s  (4 3 ) .
1 .2 .2  Q u e la to s  d e l  a m itro l  con m e ta le s .
Se ha d e s c r i t o  l a  form aciôn  de q u e la to s  d e l  a m i t r o l  con v a r io s  m eta­
l e s ,  como c o b re , h i e r r o ,  n îq u e l ,  manganeso y m agnesio  (3 3 , 44 , 45, 4 6 ) .
El mas e s tu d ia d o  es  q u iz â  e l  de h i e r r o ,  que s e  form a fâ c i lm e n te  ta n to  in  
v i t r o  como in  v iv o .  Es un q u e la to  t r i v a l e n t e  en  cuyos e n la c e s  p a r t i c i p a  
e l  n i t rô g e n o  d e l  grupo amino p r im a r io  y e l  que ocupa l a  p o s i t i o n  2 d e l c i  
c io  de t r i a z o l  (4 7 , 4 8 ) . No e x i s t e n ,  s i n  em bargo, p ru e b a s  de que l a  fonna 
c iô n  de q u e la to s  e s t e  im p lic a d a  en l a  a c c iô n  f i t o t ô x i c a  d e l h e r b ic id a .  
(4 9 ) .
1 .2 .3 .  I n f lu e n c ia  d e l a m itro l  en e l  m etabo lism o  de h id r a to s  de ca rb o n e .
A n te rio rm e n te  s e  ha  m encionado l a  p r e s e n c ia  de un g lu c ô s id o  de a à i -  
t r o l  (GAT) en l a s  p la n ta s  t r a t a d a s  con e l  h e r b ic id a .  Su fo rm aciôn  se  11e-
va a  cabo m e d ian te  una re a c c iô n  no e n z im a tic a  e n t r e  e l  a m itro l  y l a  glusjo
\
sa o , m e jo r au n , l a  g lu c o s e - 1 - f o s f a to  (5 0 ) ,  lo  que debe suponer un cornsu -
UK) de s u s t r a to s  p a ra  l a  s î n t e s i s  de o lig o  y p o l i s a c â r id o s , y» que e l  g lu ­
cô s id o  de a m itro l  es b a s ta n t e  a s t a b l e .  N ay lo r (51) d e s c r ib e  l a  e s c a s a  i n -
^  14c o rp o ra c iô n  de g lu c o s a -1 -  C en  s a c a ro s a  en t e j i d o s  de p la n ta s  t r a t a d a s
con e l  h e r b ic id a ,  hecho que p a re c e  e s t a r  de acùerdo  con l a  h ip ô te s i s  a n te
r i o r .
Por o t r a  p a r t e ,  e l  a m itro l  in h ib e  l a  a - l ,4 ~ g lu c a n  -  o r to f o s f a to  glucjo 
s i l  t r a n s f e r a s a  (EV 2 .4 .1 .1 )  (4 7 ) .  P ero  l a  in h ib ic iô n  no se  debe, a l a  
fo rm a tio n  de un q u e la to  con m anganeso, c a t io n  e s e n c ia l  p a ra  l a  enzim a, c^  
mo se  c rey ô  en un p r in c i p le  (48 , 5 2 ) , s in o  a una c o m p e titio n  d e l  d e riv a d o  
f o s f o r i la d o  d e l  GAT con e l  AMP en  l a  b i o s î n t e s i s  de l a  forma a c t iv a  de l a  
t r a n s f e r a s a  (53 , 5 4 ). La in h ib ic iô n  de e s t a  enzim a im p lic a ,  e n t r e  o t ro s  
e f e c to s ,  e l  b loqueo  de l a  d e g ra d a tio n  de p o l i s a c â r id o s ,  a l  no te n e r  lu g a r  
l a  n e c e s a r ia  f o s f o r i l a c iô n  p r e v ia  (5 5 ) . Q uizâ e s t e  hecho de c u e n ta , a l  m^ 
nos en p a r t e ,  de l a  mayor c o n c e n tra c iô n  de h id r a to s  de carbono p r e s e n ts  
en p la n ta s  t r a t a d a s  con a m itr o l  con r e s p e c to  a p la n ta s  no rm ales (56 , 5 7 ) , 
y de l a  g ran  c a n t id a d  de alm idôn e n c o n tra d a  en e l  a lg a  Scenedesmus q u a d r i 
cauda c u l t iv a d a  en p re s e n c ia  d e l  h e r b ic id a  (5 8 ) .
Como acab a  de q u ed ar apun tado  mâs a r r i b a  e l  GAT puede f o s f o r i l a r s e  
m ed ian te  l a  a c c iô n  de una h ex o q u in asa  en p r e s e n c ia  de ATP (20, 5 9 ) , pero  
l a  re a c c iô n  t r a n s c u r r e  a  una v e lo c id a d  menor (aproxim adam ente l a  m itad ) 
que l a  f o s f o r i l a c iô n  norm al de l a  g lu c o sa  (2 0 ) . E s te  m o tiv o , ju n to  con l a  
in h ib ic iô n  de l a  a - l ,4 - g lu c a n - o r to f o s f a to  g lu c o s i l  t r a n s f e r a s a ,  h ace  que 
e l  c a ta b o lism o  de h id r a to s  de carbono  en p la n ta s  t r a t a d a s  con a m itro l  sea  
mâs le n to  de lo  norm al (5 6 , 6 0 ) . "
E l d e r iv a d o  f o s f o r i l a d o  d e l  GAT (PGAT) puede e s c in d i r s e  p o r acc iô n  
de una a ld o la s a  (6 1 ) . F re d r ic k  y G e n ti le  han e s tu d ia d o  y c a r a c te r iz a d o  
lo s  p ro d u c to s  de e s t a  e s c i s i ô n ,  observando  que p o r  una p a r te  se  o b tie n s  
fo s fo d ih id ro x ia c e to n a  y p o r o t r a  un fragm en to  de t r è s  carbones unido  a 
una m o lecu la  de a m i t r o l .  Su e s t r u c t u r a ,  como se  h a  comprobado p o r espec­
t r o s c o p ia  i n f r a r r o j a ,  c o rre sp o n d e  a una a m i n o t r i a z o l i l t r i o s a  (6 2 ).
En l a  f ig u r a  1 s e  e sq u em a tiz a  l a  i n t e r f e r e n c i a  p ro d u c id a  p o r e l  ami- 
t r o l  en l a  g l i c o l i s i s .  A sî p u e s , m ie n tra s  l a  g l i c o l i s i s  norm al conduce a 
dos t r i o s a s  a p a r t i r  de una h e x o sa , en p re s e n c ia  de a m itro l  s ô lo  una t r i o  
s a  -  l a  fo s fo d ih id ro x ia c e to n a  -  s e  e n c u e n tra  en c o n d ic io n es  de c o n t in u â t  
l a  s e c u e n c ia  m e ta b ô lic a  c o r re s p o n d ie n te .  De e s t a  form a puede e x p l ic a r s e  
tam bien  e l  hecho de que lo s  t e j i d o s  v e g e ta le s  c lo r ô t ic o s  in d u c id o s  po r e l
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.tra ta m ie n to  con a m itr o l  u t i l i c e n  ml» l i p id o s  que h id r a to s  de carbono como 
s u s t r a to s  de l a  cadena r e s p i r a t o r i a  (5 6 ) , ya  que l a  g l i c o l i s i s  s e  h a l l a  
profundam ente a l t e r a d a .
Los e f e c to s  d e l  a m it ro l  so b re  e l  m etabolism o de h id r a to s  de carbono 
so n , p u es , c o n s id e ra b le s  y pueden, de acuerdo  con F re d r ic k  y G e n ti le  (5 5 ) , 
e x p l ic a r  -  a l  menos en p a r te  -  l a  a c c io n  f i t o t o x i c a  de e s te  h e r b ic id a .
R ec ien te m en te , e s to s  a u to re s  han  p o s tu la d o  que l a  a m in o t r i a z o l i l t r i o  
s a  (ATT) form ada p o r e s c is io n  e n z im a t ic a  d e l  PGAT es e l  p ro d u c to  f i n a l  
d e l  m etabolism o d e l  a m i t r o l .  Es m as, no adm iten  l a  e x i s t e n c ia  de l a  ami­
t r o l i l a l a n i n a  como d e riv a d o  d e l a m i t r o l  e i d e n t i f i c a n  e l  ATX de M assin i 
con su  ATT (6 2 ) . La r e a c c io n  p o s i t i v a  d e l  ATX con n in h id r in a  v a , naturaJL 
m ente, en c o n t ra  de e s t a  h ip o t e s i s ,  p e ro  l a  a tr ib u y e n  a l a  p re s e n c ia  de 
am inoacidos c o p re c ip ita d o s  con l a  ATT. De hecho , F re d r ic k  y G e n ti le  han 
observado  tam biên  r e a c c io n  p o s i t i v a  con n in h id r in a  en p rep a rad o s  b ru to s  
de ATT, p e ro  l a  re a c c io n  d e sa p a re c e  a l  p u r i f i c a r  e l  m e ta b o li to .
No o b s ta n te ,  e s to s  d a to s  no im p lic a n  que lo s  d e riv a d o s  hayan de s e r  
id ê n t ic o s .  En p rim e r lu g a r ,  n i  e l  m a te r i a l  b io lô g ic o  de p a r t i d a  n i  e l  prjo 
ced im ien to  de o b te n c io n  u t i l i z a d o  p o r  F re d r ic k  y G e n tile  p a ra  l a  ATT son 
to ta lm e n te  id ê n t ic o s  a lo s  de M a s s in i.  Por o t r a  p a r t e ,  l a  re a c c io n  p o s i t^  
va  d e l ATX con e l  r e a c t iv o  "H" -  y a  t r a n s c u r r e  m edian te  una p re v ia  d ia z o -  
ta c io n  im p lic a  l a  e x i s t e n c ia  de una am ina p r im a r ia  a ro m a tic a  que no se  en 
c u e n tra  en l a  ATT n i  en n in g u n  supues to  am inoacido c o p re c ip ita d o  con e l l a .
P ero  lo s  hechos e x p é rim e n ta le s  que  se  oponen con mas fu e rz a  a la  h i ­
p o te s i s  de F re d r ic k  y G e n ti le  son lo s  s ig u ie n te s :  "
a ) E l a n a l i s i s  c u a n t i t a t iv o  e len n en ta l d e l  ATX (11) a r r o j a  un r e s u l t ^  
do mas co m p a tib le  con una e s t r u c t u r a  de a m i t r o l i l a l a n in a  que de 
ATT (T ab la  I I I ) .
TABLA I I I
ANALISIS ELBŒNTAL DEL ATX DE MASSINI
C% H% N% 0%
E ncontrado  p a ra  ATX 3 4 .0 5 .5 38 .5 20.4
T eo rico  p a ra  A T-ala 3 5 .0 5 .2 40 .8 18.7
T eo rico  p a ra  ATT 3 8 .0 6 .2 35 .5 20.3
b*) Los v a lo r e s  de pK^ o b te n id o s  p o r v a lo ra c io n  d e l  ATX (pK^* 2 ,1  y
pKg" 7 .9 )  (11) no concuerdan  con lo s  de am inoacido  a lg u n o .
c )  E l ATX no s e  h i d r o l i z a  n i  en HCl 6 N n i  en amonxaco co n cen trad o
a 100®, P o r re d u c c io n  con HI a l  55% r îh d e  a - a l a n in a .
d )  E l ATX -  su p u e s ta  su  id e n t id a d  con e l  com puesto I  de C a r te r  y Nay  ^
l o r  -  a p a re c e  c o n s id e ra b le m e n te  m arcado a l  t r a t a r  p la n ta s  con am^ 
t r o l  y s e r in a  o g lic o c o la -^ ^ C , en  c o n d ic io n e s  t a i e s  que e l  m etab^  
lism o  de l a  g lu c o sa  so lo  s e  a l t e r a  d êb ilm en te  (1 4 ) .
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e )  Al t r a t a r  un c u l t iv o  de E s c h e r ic h ia  c o l i  con a m itrd l -5  C se  d e te ^  
t a  una in c o rp o ra c io n  i s o to p ic a  en l a s  p r o te în a s  d e l  m ic ro o rg a n is -  
mo (6 3 ) , La h i d r ô l i s i s  de e s ta s  p r o te în a s  r in d e  un u n ico  p ro d u c to  
m arcado, cuyo com portam iento  c ro m a to g râ f ic o  c o in c id e  con e l  d e l 
ATX. E s to s  r e s u l ta d o s  son co m p a tib le s  con l a  e s t r u c t u r a  p ro p u e s ta  
p o r M a ss in i,  cuya sem ejanza con l a  h i s t i d i n a  p e r m i t i r î a  su  in c o r ­
p o ra c io n  en p r o te în a s .  En e s t a  misma l î n e a  e s t a  e l  r e c i e n te  descui 
b r im ie n to  de r a d ia c t iv id a d  en p la n ta s  t r a t a d a s  con am itro l-5 -^ ^ C  
(6 4 ) ,
Todos e s to s  d a to s  p a rec en  c o n t r a d e c ir  l a  h ip ô t e s i s  de F re d r ic k  y Gen. 
t i l e .  La mas p la u s i b le  e s ,  p u e s , que ta n to  a m i t r o l i l a l a n in a  como amino­
t r i a z o l i l t r i o s a  s e  form an re a lm e n te  como r e s u l ta d o  d e l  t r a ta m ie n to  con e l  
h e r b ic id a .
1 ,2 .4 .  I n f lu e n c ia  d e l  a m itro l  so b re  e l  m etabo lism o de b a se s  n itro g e n a d a s  
y de h i s t i d i n a , „
Desde h ace  a lg u n  tiem po s e  sab e  que e l  a m it ro l  in h ib e  e l  c re c im ie n to  
de le v a d u ra s  (65) y de b a c ,te r ia s  (65 , 6 6 ) , La to x ic id a d  s e  c o n t r a r r e s t a  
en le v a d u ra s  p o r a d ic iô n  de h i s t i d i n a  (4 0 ,6 5 ) o de a d e n in a , aunque con M  
t a  b a s e  l a  re c u p e ra c iô n  no es t o t a l  (6 7 ) , En b a c t e r i a s  e s  n e c e s a r ia  l a  
p r e s e n c ia  de una m ezcla de ad en in a  e h i s t i d i n a  (66) p a ra  a n u la r  lo s  e fe c ­
to s  d e l  a m i t r o l .
La h i s t i d i n a  (51 , 6 8 , 69) y l a  ad e n in a  (5 8 , 70, 71, 72) pueden tam­
b iê n  a n u la r ,  o a l  menos r e t a r d a r ,  l a  in h ib ic iô n  d e l  c re c im ie n to  de a lg a s  
p rovocada  p o r  e l  a m i t r o l .  En e l  caso  de P ro to th e c a  z o p f i i ,  e s p e c ie  apocljd 
r ô t i c a  de l a  c l o r o f î c e a s ,  l a  ad en in a  no p a re c e  t e n e r ,  s i n  em bargo, n ingun  
e f e c to  (7 3 ) ,
P o r e l  c o n t r a r io ,  en  p la n ta s  s u p e r io r e s  l a  h i s t i d i n a  es in c ap az  de
d e s t r u i r  l a  a c c io n  f i t o t o x i c a  d e l  a m it ro l  (40 , 5 1 ). E l unico e f e c to  de e^  
t e  anim oacido es  c o n t r a r r e s t a r  lig e ra m e n te  l a  in h ib ic iô n  d e l c re c im ie n to  
de p e lo s  r a d ic a le s  p rovocada p o t e l  h e r b ic id a  (7 4 ). Mayor e f i c a c i a  t i e n e  
l a  a d e n in a , aunque no l l e g a  a d e sa p a re c e r  l a  c l o r o s i s  (7 5 ). P a ra  que e l  
c re c im ie n to  de un v e g e ta l  s u p e r io r  t r a t a d o  con a m itro l  v u e lv a  a un ritm o  
norm al es  n e c e s a r ia  l a  p r e s e n c ia  de a d e n in a , g u an in a , h ip o x a n tin a  y x a n t^  
n a  en c a n tid a d e s  e q u im o le c u la re s  (75, 76) o b ie n  de r ib o f l a v in e  (7 7 ) . Pa­
re c e  s e r  que e s te  com puesto puede in c lu s o  r e s t a b l e c e r  l a  s i n t e s i s  de c lo ­
r o f i l a  en t e j i d o s  c lo r ô t ic o s  (41 , 75) aunque e x i s t e n  c i e r tp s  dudas a  e s te  
r e s p e c to  (5 1 ).
Todos e s to s  d a to s  p a re c e n  a p u n ta r  h a c ia  una i n t e r f e r e n c i a  d e l am i- 
t r o l  con e l  m etabolism o de h i s t i d i n a ,  r i b o f l a v in a  y b a se s  p u r ic a s .  P r é c i ­
sa»  do mas, puede a p u n ta rse  que en m icroorgan ism os y a lg a s  l a  i n t e r f e r e n c i a  
con l a  h i s t i d i n a  y b a se s  p u r ic a s  es p a r a l e l a ,  m ie n tra s  que en p la n ta s  su ­
p e r io r e s  cob ra  mayor im p o r ta n c ia  e l  e f e c to  so b re  e l  m etabolism o de b ases  
n i t ro g e n a d a s .
Ahora b ie n ,  desde  1955 se  sab e  que e l  n u c le o  de im id azo l de l a  h i s t i  
d in a  p ro v ie n e , a l  menos en l a s  b a c t e r i a s ,  d e l a n i l l o  p ir im id in ic o  de la s  
p u r in a s  (7 8 ) ,  po r lo  qu e , in ic ia lm e n te ,  s e  te n d iô  a u n i f i c a r  -  desde e l  
p u n to  de v i s t a  de su  o r ig e n  -  lo s  e f e c to s  d e l  a m itro l  so b re  h i s t i d i n a  y 
b a se s  p u r ic a s .  (6 5 ) . La r i b o f l a v in a ,  p o r o t r a  p a r t e ,  tam bien  d é r iv a  d e l  
m etabolism o de l a  ad en in a  (79) p o r lo  que su  a c c iô n  so b re  la s  p là n ta s  t i *  
ta d a s  con e l  h e r b ic id a  se  i n t e r p r é t é  asim ism o como una co n secu en c ia  de l a  
a l t e r a c i ô n  d e l  m etabolism o de p u r in a s  (1 5 ) .
S in  em bargo, a c tu a lm e n te  s e  adm ite  que lo s  e f e c to s  d e l a m it ro l  so­
b re  l a  fo rm aciôn  de h i s t i d i n a  no son s ô lo  una co n secu en c ia  de lo s  que 
e je r c e  so b re  l a s  b a se s  p u r ic a s .  En e f e c to ,  K lopotow ski y H ulanicka (8 0 ), 
tra b a ja n d o  con dos cepas p rev ia m en te  e s tu d ia d a s  de Saccaromyces c e r e v is ia e  
(8 1 ) ,  o b se rv a ro n  l a  acum ulaciôn  de im id a z o lg l ic e ro fo s f a to  en e l  medio de 
c u l t iv o  cuando e s te  se  h a c îa  en  p re s e n c ia  de a m itr o l ,  lo  que p a r e c îa  in d i  
c a r  un b loqueo  en l a  s e c u e n c ia  m e ta b ô lic a  que conduce a l a  s î n t e s i s  de 
h i s t i d i n a .  En 1965 e l  grupo de H i l to n ,  tra b a ja n d o  con dos e sp e c ie s  de l e ­
v ad u ras  (82) y con una b a c t e r i a ,  S a lm o n e lla  typhym urium , (8 3 ) , e s ta b le c iô  
que e l  e f e c to  d e l  a m it ro l  so b re  e l  m etabolism o de h i s t i d i n a  se  c e n t r a  en 
l a  in h ib ic iô n  de l a  D - e r i t r o im id a z o l - g l i c e r o f o s f a to  h i d r o - l i a s a  (EC 4 .2 . 
1 .1 9 ) .  A jL denticas c o n c lu s io n e s  l le g a ro n  s im u ltan eam en te  K lopotow ski y
y W ia te r  (84) y ,  poco mês t a r d e ,  S ie g e l y G e n ti le  e n c o n tra ro n  que e l  ami-r 
t r o l  in h ib e  l a  misma enzim a en dos e s p e c ie s  de a lg a s  (6 9 ).
E s ta  i n t e r p r e ta c iô n  de l a  in f lu e n c ia  d e l  a m it ro l  so b re  l a  b i o s î n t e ­
s i s  de  h i s t i d i n a  p e rm ite  una p o s ib i l id a d  de e x p l ic a r  e l  e scaso  e f e c to  que 
e l  am inoacido  e j e r c e  en l a  re c u p e ra c iô n  de l a s  p la n ta s  s u p e r io re s  t r a t a d a s  
con e l  h e r b ic id a .  En e f e c to ,  e l  mecanismo de l a  b i o s î n t e s i s  de h i s t i d i n a  
en v e g e ta le s  s u p e r io r e s  no e s t a  aun a c la r a d o .  Es p o s ib le  que no im p liq u e  
l a  a c tu a c io n  de l a  a m id a z o lg l ic e ro fo s fa to  h i d r o - l i a s a ,  lo  que j u s t i f i c a -  
r î a  to d o s  lo s  d a to s  re s e n a d o s . En apoyo de e s t a  h ip o te s i s  e s t a  e l  hecho  
de que l a  c a n t id a d  de h i s t i d i n a  l i b r e  en p la n ta s  no d ism inuye a l  s e r  t r a ­
ta d a s  con a m itr o l  (8 5 ) .
P o r o t r a  p a r t e ,  e l  a m itro l  a f e c ta  tam biên  l a  s î n t e s i s  de b a se s  p u r i ­
cas  (8 3 ) .  E l h e r b ic id a  b lo q u e a  e l  paso  de 4-am ino im id a z o l a  fo rm iim in o - 
g l i c o c o la  en b a c t e r i a s  (67 , 8 6 ) , lo  que e x p l ic a  l a  n e c e s a r ia  p re s e n c ia  de 
e s t a  b a se  p a ra  a n u la r  su  to x ic id a d .
1 .2 .5 .  I n f lu e n c ia  d e l  a m itro l  so b re  l a  b i o s î n t e s i s  de ê c id o s  n u c le ic o s .
Dados lo s  e f e c to s  d e l a m itro l  so b re  l a  b i o s î n t e s i s  de b a se s  n i t r o g e ­
n ad as  -  d is c u t id o s  en e l  a p a r t ado a n t e r io r  - ,  c a b r îa  e s p e ra r  una in f lu e n -  
c i a  d e l  h e r b ic id a  so b re  l a  b i o s î n t e s i s  de a c id o s  n u c le ic o s .
A s î , s e  h a  en co n trad o  que en r a î c e s  de p la n ta s  de algodôn t r a t a d a s  
con a m i t r o l ,  e l  co n te n id o  de n u c le ô tid o s  s o lu b le s  e s  mês b a jo  que en p la n  
t a s  n o rm ales (8 8 ) .  E s te  d a to  e s t a  de acue rdo  con e l  b a jo  n iv e l  de s î n t e ­
s i s  de p u r in a s  e sp e rad o  en v e g e ta le s ,  aunque no ha podido s e r  confirm ado 
en p la n ta s  jô v e n e s  de t r i g o  (8 9 ) . "
P o r o t r a  p a r t e ,  e l  co n ten id o  de ê c id o s  n u c le ic o s  en a lg a s  c u l t iv a d a s  
en p r e s e n c ia  de a m itr o l  es  i n f e r i o r  a l  n i v e l  norm al (9 0 ) , m ie n tra s  que en 
v e g e ta le s  s u p e r io r e s  s ô lo  s e  a l t e r a  e l  c o n te n id o  de RNA (8 9 ) . E s ta  c a re n -  
c i a  p a r c i a l  de a c id o s  n u c le ic o s  no es  s ô lo  co n se c u e n c ia  de l a  in h ib ic iô n  
de l a  b i o s î n t e s i s  de b a se s  p u r ic a s ,  y a  que e l  a m itro l  p e r tu rb a  l a  norm al 
in c o rp o ra c iô n  en a c id o s  n u c le ic o s  de aden ina-^^C  (82) y ac id o  o rô tic o -^ ^ C
(9 0 ) . No e s t a  d e l  to d o  c la r o  e l  mecanismo de l a  in h ib ic iô n  de l a  b io s în t e  
s i s  de ac id o s  n u c le ic o s ,  aunque lo s  r e s u l ta d o s  p re v io s  de Worth y Longham
(91) p a rec en  in d i c a r  que e l  a m itro l  im pide l a  f o s f o r i l a c iô n  norm al de lo s  
n u c le ô s id o s .
1 .2 .6 .  I n f lu e n c ia  d e l  a m i t r o l  so b re  e l  m etabo lism o de am inoacidos y p r o -  ^
t e i n a s .
En un a p a rta d o  a n t e r io r  se  han d is c u t id o  lo s  e f e c to s  d e l  a m itro l  so ­
b re  l a  b i o s î n t e s i s  de h i s t i d i n a  en m icroo rgan ism os. En v e g e ta le s  s u p e r io ­
r e s ,  en lo s  que l a  s î n t e s i s  de h i s t i d i n a  no p a re c e  a f e c ta r s e  p o r e l  h e rb ^  
c id a ,  e l  a m itro l  a l t e r a  e l  c o n te n id o  de am inoacidos a l i f â t i c o s .
En p rim e r lu g a r ,  en  p la n ta s  t r a t a d a s  hay mas am inoacidos l i b r e s  que 
en la s  de c o n tro l  (8 9 ) , r e s u l ta d o  co n co rd an te  con e l  h a l la d o  en a lg a s
(9 2 ). P e ro , ademas hay d i f e r e n c i a s c u a l i t a t i v a s  e n t r e  c i e r to s  am inoacidos 
i n d iv id u a le s . Lo mas n o ta b le  es  q u e , ta n to  l a  g l i c o c o la  como l a  s e r in a  dje 
sap a rece n  de la s  p la n ta s  e n t r e  lo s  doce y lo s  d i e c i s e i s  d îa s  s ig u ie n te s  a 
l a  a p l ic a c io n  d e l h e r b ic id a  (8 5 ) , hecho que puede j u s t i f i c a r s e  po r e l  coii 
sumo de e s to s  am inoacidos p a ra  l a  form aciôn  de a m i t r o l i l a l a n in a .  En e fe c ­
to ,  s i  l a  p la n ta  c re c e  en l a  o sc u r id a d  no s e  form a a m i t r o l i l a l a n in a  (11) 
y e l  co n ten id o  de g l ic o c o la  y s e r in a  es p râ c tic a m e n te  norm al (8 5 ).
Se ha apuntado y a  que l a  s î n t e s i s  de a m i t r o l i l a l a n in a  puede in t e r p r e  
t a r s e  como un p ro ceso  de d e s in to x ic a c iô n ;  ah o ra  b ie n ,  s i  su  fo rm aciôn  su ­
pone e l  consume t o t a l  de g l i c o c o la  y s e r in a  puede a p a re c e r  un e fe c to  tô x i  
co se c u n d a rio  p a ra  l a  p la n ta .  Las co n secu e n c ias  de e s t a  to x ic id a d  secun­
d a r ia  no e s ta n  aun demost r a d a s .
F in a lm en te , es n e c e s a r io  m encionar que ta n to  e l  ac id o  a s p a r t i c o  como 
su  amida aumentan n o ta b le m e n te  su  p ro p o rc iô n  como e f e c to  d e l t r a ta m ie n to  
con e l  h e r b ic id a .
Dada l a  in f lu e n c ia  d e l  a m itro l  so b re  l a  b i o s î n t e s i s  de a c id o s  n u c le ^  
cos y e l  co n ten id o  y m etabo lism o  de am in o ac id o s, s e  ha ded icado  c i e r t a  
a te n c iô n  a l  e s tu d io  de su s  e f e c to s  so b re  l a  b i o s î n t e s i s  de p r o te în a s  en 
v e g e ta le s  (9 3 ) . Los r e s u l ta d o s  o b te n id o s  h a s ta  l a  fe c h a  in d ic a n  que s i  
b ie n  in  v i t r o  no p a re c e  a f e c t a r  a l a  in c o rp o ra c iô n  norm al de le u c in a -^ ^ C  
(9 4 ) , e l  t r a ta m ie n to  in  v iv o  con a m itro l  red u ce  l a  c a n t id a d  de p r o te în a s ,  
ta n to  en a lg a s  (92) como en v e g e ta le s  s u p e r io re s  (8 9 ). Q uizâ e l  hecho mâs 
d e s ta c a b le  es  l a  b a ja  p ro p o rc iô n  de g l ic o c o la  p r é s e n te  en l a s  p ro te în a s  
de p la n ta s  t r a t a d a s  en p r e s e n c ia  de l a  lu z  (8 9 ) .
1 .3 .  EPECTOS DEL AMITROL SOBRE MAMIFEROS
1 .3 .1 .  T o x ic id ad  y p a to g e n ic id a d  d e l  a m i t r o l .
E l a m it ro l  68 poco to x ic o  p a ra  lo s  m am iferoa. La DL^q o r a l  es  de 14 .7  
g /k g  p a ra  r a to n e s ,  y de 25 g /k g  p a ra  r a t a s  (9 5 ) . La a d m in is tra c iô n  p o r  v ia  
p a r e n t e r a l ,  î n t r a p e r i t o n e a l  o su b cu tân e a  tampoco desencadena e f e c to s  to x i  
COS im p o r ta n te s ,  s ie n d o  l a s  DL^^ de 1 .7 ,  1 .6  y 1 .2  g /k g  p a ra  g a to s ,  r a t o ­
n es  y p e r r o s ,  re sp e c tiv a m e n te  (9 7 ) .
Aunque l a  s u p e rv iv e ü c ia  de lo s  an im ales  t r a t a d o s  con una s o la  d o s is  
de a m i t r o l  es e le v a d a , su  a d m in is tra c iS n  c r ë n ic a  p roduce una s e r i e  de efeç^ 
to s  que es n e c e s a r io  te n e r  en c u e n ta . En p r im e r  lu g a r ,  s e  a p r e c ia  una p e ^  
d id a  de peso  en co n e jo s  y co b ay as, y mas l i g e r a  en  r a t a s  y r a to n e s  (9 8 ) .
La c a t a la s a  de m am iferos s e  in h ib e  tam bién como co n secu e n c ia  d e l t r a t a -  
m ien to  con a m i t r o l .  La i n h i b i t i o n ,  ta n to  en v iv o  como in  v i t r o ,  s e  h a  de­
mos tra d o  en h igado  (9 9 , 100) y en le u c o c i to s  (1 0 1 ).
Pero  e l  e f e c to  p a to lo g ic o  mas p ro n u n c iad o  d e l  a m it r o l  es  su  a c c ië n  
f r e n te  a l  t i r o i d e s .  La a d m in is t r a t io n  d e l  h e r b ic id e ,  ta n to  p o r v i a  o r a l  
como p a r e n t e r a l ,  in h ib e  l a  c a p tu ra  d e l  yodo p o r  l a  g là n d u la  (102, 1 0 3 ).
Un t r a ta m ie n to  p ro longado  p roduce  h ip e r p l a s i a  d e l  t i r o i d e s  (1 0 3 ), aunque 
no ap a re cen  m e ta s ta s i s ,  n i  s i q u i e r a  a l  cabo de dos anos de a d m in is tr a c ië n  
p a r e n t e r a l  d i a r i a  de a m itro l  (100 ppm). Son n e c e s a r i a s  d o s is  mâs e le v a d a s  
p a ra  que lo s  cuad ros c l in ic o s  e x h ib id o s  p o r lo s  an im a le s  puedan c o n s id e -  
r a r s e  como ' in d i c a t iv e s  de carc inom a (104 , 1 0 5 ). Q ueda, s i n  em bargo, s i n  
e x p l ic a r  e l  hecho de que l a  a d m in is tra c i8 n  d e l  h e r b ic id e  r e ta r d e  l a  can - 
c e r iz a c io n  d e l  h igado  p rovocada  p o r  d im etilam inoazobenceno  (99 , 106).
Puede, p u e s ,  c o n s id e r a r s e ,  de acuerdo  con O ser (1 0 7 ), que e l  a m itro l  
es  un a g e n te  c an c e rig en o  d e b i l  y s e c u n d a r io .
1 .3 .2 .  M etabolism o d e l  a m itro l  en m am iferos. D ire c c io n e s  de t r a b a j o .
14 ^E l a m i t r o l -  C a d m in is tra d o  a  r a t a s  p o r v i a  o r a l  s e  m e ta b o liz e  r a p i -
dam ente en h igado  y s e  é l im in a  p o r l a  o r in a  . En l a s  v e i n t i c u a t r o  h o ras  
s ig u ie n te s  a l  comienzo d e l  t r a t a m ie n to ,  e l  70-95% de l a  r a d ia c t iv id e d  ap^  
re c e  en l a  o r in a ,  que c o n tie n e  e l  a m it ro l  in a l t e r a d o  y dos m e ta b o l i to s .
E s to s  dos d e r iv a d o s  se  pueden d e t e c t a r  tam bién  en o t r o s  t e j id o s  aunque l a  
tra n s fo rm a tio n  d e l  a m itro l  en e l l o s  t i e n e  lu g a r  a  menor v e lo c id a d  (108).
Dada l a  e s c a se z  de d a to s  r e l a t i v e s  a  lo s  e f e c to s  d e l  a m itro l  en  nami 
fe ro s  se  p la n te s  l a  c o n v e n ie n c ia  de p ro fu n d iz a r  en e l l o s .  Âdemas d e l  inte^
t é s  que pueda te n e r  e lc o n o c im ie n to  mas in tim o  d e l m etabolism o d e l ami­
t r o l  en m am iferos, p a re c e  n e c e s a r io  e s tu d i a r  de un modo s is te m â tic o  su  iri 
f lu e n c ia  en l a  b i o s i n t e s i s  de p r o te f n a s .  Los d a to s  a c tu a le s  -  re sen ad o s  
en e l  a p a r ta d o  1 ,2 ,6  -  son a to d a s  lu c e s  i n s u f i c i e n t e s  y a veces c o n t ra ­
d i c t o r i e s .  P ero  q u iz â  l a  lag u n a  mas im p o rta n te  s e a  l a  f a l t a  de una in v e s ­
t i g a t i o n  s i s te m a t ic a  so b re  l a  in f lu e n c ia  d e l a m itro l  en l a  b i o s i n t e s i s  de 
p ro te fn a s  y so b re  lo s  e f e c to s  g lo b a le s  que pueda p ro d u c ir  en m am iferos. 
E sto s  son lo s  dos campos que p re te n d e  c u b r i r  l a  in v e s t ig a t io n  p r é s e n te .
.Se e s tu d i a r â ,  p u e s , como tem a c e n t r a l ,  l a  in f lu e n c ia  d e l a m itro l  en l a  
b i o s i n t e s i s  de p ro te fn a s  en m a d ife ro s , ta n to  " in  v i t r o "  como " in  v iv o "  y 
e s t e  e s tu d io  se  co m p lé te ra  -  siem pre que se a  n e c e s a r io  -  con e l  de o t r o s  
e fe c to s  ad y ac en tes  d e l  a m i t r o l .,
P o r e s t e  m o tiv o , en l a  p ré s e n te  memoria s e  d i s c u t i r a n  a c o n tin u a ­
t io n  lo s  fundam entos g é n é ra le s  de l a  b i o s i n t e s i s  de p r o te f n a s ,  n e c e s a r io s  
p a ra  l a  u l t e r i o r  e x p o s i t io n  de l a  in v e s t ig a t io n  r e a l iz a d a .
1 .4 . BIOSINTESIS DE PROTEINAS
1 .4 .1 .  I n t r o d u c t io n .
Uno de lo s  temas mas d e b a tid o s  en l a  in v e s t ig a t io n  b io q u lm ica  de lo s  
ü ltim o s  d ie z  anos ha  s id o  e l  de l a  b i o s i n t e s i s  de p r o te f n a s .  G ra c ia s  a l  
c o n s id e ra b le  numéro y p ro fu n d id a d  de lo s  e s tu d io s  r e a l iz a d o s ,  hoy d ia  se  
conoce con b a s ta n te  p r e c i s io n  e l  mecanismo p o r e l  c u a l lo s  am inoâcidos 
pueden u n i r s e  e n t r e  s i ,  formando e n la c e s  p e p t id ic o s ,  p a ra  l l e g a r  a  p rodu ­
c i r  l a  g ran  v a r ie d a d  de m o lécu las  p r o te ic a s  d e l o rgan ism e.
Acaban de qued ar ap un tados lo s  dos problèm es que, ya desde e l  p r i n c i  
p io ,  llam aro n  l a  a te n c iô n  de lo s  in v e s t ig a d o re s .  E l p rim ero  es e l  a sp e c to  
e n e rg é t ic o  de l a  p o l im e r iz a c iô n  de am inoâcidos. En e f e c to ,  l a  fo rm a tio n  de 
e n la c e s  p e p t id ic o s  e s  e n d e rg o n ic a , lo  que s upone -  caso  f r e c u e n te  en la s  
re a c c io n e s  b io q u lm ic as  -  l a  e x i s t e n c ia  de un mecanismo p re v io  de a c t iv a ­
t io n  de lo s  am inoâcidos.
E l segundo , cuya co m p le jid ad  se  a d v i r t io  desde lo s  p rim ero s momentos, 
d é r iv a  de l a  n e c e s id a d  de que lo s  am inoâcidos s e  unan e n t r e  s i ,  no a l  
a z a r  s in o  s ig u ie n d o  un o rden  d e te rm in ad o , p a ra  c o n se g u ir  una s e c u e n c ia  de 
un iones -  e s t r u c t u r a  p r im a r ia  -  de l a  que d e r iv a n  l a  c o n f ig u ra tio n  y d is ­
p o s i t io n  e s p a c i a l  de l a  cadena p o l ip e p t id ic a  -  e s t r u c tu r a s  s e c u n d a r ia  y 
t e r c i a r i a  -  y l a  a c t iv id a d  b io lo g ic a  de l a s  p r o te in a s .
La co n secu e n c ia  es  e s p e c i f ic a  p a r a  c a d a  p r o te f n a  p e ro ,  adem as, cada ' 
p ro te în a  e s  e s p e c i f ic a  d e l  organism e a  que p e r te n e c e .  E l m an ten im ien to  de 
e s te  d o b le  a sp e c to  de l a  e s p e c i f ic id a d  y sut conserv ac iO n  a lo  la rg o  de 
la s  su c e s iv a s  g e n e ra c io n e s  d e l  s e r  v iv o  ham hècho e n t r a r  a l  e s tu d io  de l a  
b i o s i n t e s i s  de p r o te in a s  en In tim a  re la c iO m  con l a  G e n é tic a , dando o r ig e n  
a l a  moderna G en é tica  M o lecu la r .
1 .4 .2 .  L o c a l iz a t io n  i n t r a c e l u l a r  de l a  b i o s i n t e s i s  de p r o t e i n a s .
Dos hechos c o n tr ib u y e ro n  a l  p ro g re so  i n i c i a l  de lo s  e s tu d io s  de b i£  
s i n t e s i s  de p r o te in a s .  Por una p a r t e ,  e l  p e r fe c c io n a m ie n to  de l a s  t e c n i -  
cas i s o to p ic a s  perm itiO  d e t e c ta r  con g ra n  s e n s i b i l i d a d  y r e l a t i v a  e x a c t i -  
tud  l a  s i n t e s i s  "de novo" de p r o te in a s  a  p a r t i r  de am inoâcidos is o tO p ic a -  
m ente m arcados, Por o t r a ,  l a s  tê c n ic a s  de f r a c c io n a m ie n to  de t e j i d o s  p e r -  
m it ie ro n  l a  p r é c i s a  l o c a l i z a t i o n  i n t r a c e l u l a r  de lo s  p ro c e so s  que conducen 
a l a  fo rm a tio n  de l a s  p r o te in a s .
Desde hace  c a s i  t r e i n t a  anos se  sab e  que l a  b i o s i n t e s i s  de p r o t e i ­
nas e s t a  de a lg u n  modo a so c ia d a  con e l  RNA c i to p lâ s m ic o  (109 , 1 1 0 ). E s ta s  
p rim eras  o b se rv a c io n e s  h is to q u lm ic a s  s e  c o m p le ta ro n , anos mâs t a r d e ,  g ra ­
c ia s  a l  avance r e a l iz a d o  en e l  a is la m ie n to  de p a r t i c u l e s  s u b c e lu l a r e s .
Â s l , pudo l l e g a r s e  a e s ta b le c e r  que en l a  s i n t e s i s  de p r o te in a s  en maml- 
f e ro s  ju g a b a  un im p o rta n te  p a p e l l a  " f ra c c lO n  m ic ro so m al" , e s  d e c i r ,  e l  
sed im ento  que r é s u l t a  a l  c e n t r i f u g e r  a  100 .0 0 0  g d u ra n te  una h o ra  un homo^
geneizado  d e l  que p rev iam en te  se  ban e lim in a d o  l a s  f r a c c io n e s  n u c le a r  y
m ito c o n d r ia l .  (1 1 1 -1 1 3 ).
La a p lic a c iO n  de l a  m ic ro sc o p la  e l e c t r O n ic a  a l  e s tu d io  de l a  " f r a c ­
t i o n  m icrosom al" puso de m a n if ie s to  que su  composi c i é n  no e s  m o rfo lo g ic a -  
m ente homogènes, ya que e s t é  com puesta p o r frag m en t Os d e l  r e t i c u l o  endo- 
p lâ sm ic o , ta n to  l i s o  como rugoso  (1 1 3 ) . L os s is te m a s  de membranes l i s e s  
no in te r v ie n e n  en l a  s i n t e s i s  de p r o te in a s  (1 1 4 ) , aunque s i  ju e g a n  un im? 
p o r ta n te  p a p e l en e l  t r a n s p o r te  de l a s  s i n t e t i z a d a s  en  e l  r e t i c u l o  endo-r 
p lâsm ico  ru g o so . La com probacion de e s t e  h e c h o , d e b id a  a  P e te r s  (1 1 5 ), se  
apoya en que inm ediatam ente  después de l a  In y e c c ié n  de le u c in a -^ ^ C  sè  d e - 
t e c t a  in c o rp o ra t io n  i s o to p ic a  en l a s  p r o te in a s  d e l  r e t i c u l o  endoplâsm ico
rugoso  de lo s  a n im a le s , m ie n tra s  que su  p r e s e n c ia  en  l a s  d e l  l i s o  s 6 lo  c £
m ienza a m edida en que d e sa p a re c e  d e l  priim ero .
Ahora b ie n ,  e s tru c tu ra lm e n te  son  i d é h t i c a s  l a s  membranas l i s a s  de 
l a s  ru g o sa s . La d i f e r e n c ia  fu n c io n a l  s e  dëb e  a l a  p r e s e n c ia  en l a s  seg u n -
das de un c i e r t o  nûmero de p a r t i c u l e s ,  lo s  rib o so m a s, que , p o r e s t a r  un i'- 
dos a l a  s u p e r f ic i e  dé l a s  membranas, l e s  dan l a  a p a r ie n c ia  que in d u jo  a 
lo s  c i tô lo g o s  a d e s ig n a r la s  con e l  nombre con que aOn hoy son c o n o c id a s .
Los ribosom as pueden s e p a ra r s e  de la s  membranas a  que e s tâ n  u n id o s 
po r tr a ta m ie n to  con d e te rg e n të s  t a i e s  como e l  d e s o x ic o la to  sô d ic o . E l gru_ 
po de Zamecnik fue  capaz de d e m o strà r , de e s ta  fo rm a, que l a  a c t iv id a d  de 
b i o s i n t e s i s  de p r o te in a s  e s t a  lo c a l iz a d a  p re c isa m e n te  en lo s  ribosom as 
(112) .
1 .4 .3 .  R ibosom as.
2,4,3.2.  Estruotura de loe ribosomas,
Los ribosom as c o n s t i tu y e n  un t ip o  de p a r t i c u l e s  s u b c e lu la r e s  p ré s e n ­
te  p râ c tic a m e n te  en to d a s  l a s  c é lu la s  v iv a s .  Aunque su  e s t r u c tu r a  y p ro -  
p ie d ad es  f i s i c a s  v a r i a  lige jram en te  de unos o rgan ism es a o t r o s ,  l a  u n i f o r -  
midad de lo s  mismos se  c e n t r a  e n  v a r ie s  a sp e c to s  que a  c o n t in u a t io n  se  
d is c u te n .
Los ribosom as a i s la d o s  de organism es e u c a r iô t i c o s  t ie n e n  un co e fic ie jn  
t e  de se d im e n ta tio n  proxim o a 80 S. Son p a r t i c u l a s  aproxim adam ente e s f é r i  
cas  cuyo peso  es de unos 4 ,10^  d a l to n s .  Los ribosom as de p ro c a r io n te s  son 
a lg o  m enores, con un c o e f i c ie n te  de se d im e n ta tio n  de 70 S y un peso  de 
2 .7 .1 0 ^  d a l to n s .
Todos lo s  ribosom as e s tâ n  form ados p o r dos sub u n id ad es d e s ig u a le s .
La m enor, con una masa aproxim adam ente ig u a l  a l a  t e r c e r a  p a r te  d e l  r ib o -  
soma co m p le te , t i e n e  un c o e f i c i e n t e  de se d im e n ta tio n  de 40 S en an im ales  
y p la n ta s  y de 30 S en  b a c t e r i a s ,  m ie n tra s  que lo s  v a lo re s  c o r re s p o n d ie n -  
te s  a l a  mayor son de 60 y 50 S re sp e c tiv a m e n te . La e x i s t e n c ia  de e s ta s  
subun idades se  dedu jo  a p a r t i r  de d a to s  o b te n id o s  p o r  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  
p ero  Huxley y Zubay (116) c o n s ig u ie ro n  p o n e r la  de m a n if ie s to  mas ta rd e  me^  
d ia n te  o b s e rv a tio n  a l  m ic ro sco p io  e le c t r o n ic o  de ribosom as con t i n c io n  nje 
g a t iv a .
E l e q u i l ib r i o  e n t r e  e l  ribosom a com plete  y su s  su bun idades e s t â  con-
2+t r o la d o ,  a l  menos " in  v i t r o " ,  p o r l a  c o n c e n tr a t io n  de Mg (1 1 7 ). En to ­
dos lo s  caso s  l a  a u s e n c ia  de e s t e  io n  fa v o re c e  l a  d is o c ia c io n ,  p e ro  l a s  
c o n c e n tra c io n e s  op tim as r e q u e r id a s  p a ra  l a  a s o c ia c io n  v a r la n  segun l a s  es^ 
p e c ie s  (118, 1 1 9 ).
Todos lo s  ribosom as e s tâ n  com puestos p o r RNA y  p r o te in a s  en p ro p o r-
c lo n e s  v a r ia b le s  segun  l a  p ro c e d e n c ia  de lo s  mismos (1 2 0 ). La mayor p a r t e  
de l a  p r o te in a  es  e s t r u c t u r a l ,  p e ro  se  e n c u e n tra n  tam bién  d e te rm in a d as  en 
zim as. Q uiza con l a  u n ic a  ex cep c io n  de lo s  a i s la d o s  de r e t i c u l o c i t o s  (121) 
todos lo s  r ib o so m a s , ta n to  de m am iferos (122) como de v e g e ta le s  y b a c te ­
r i a s  (1 2 3 ), c o n tie n e n  r ib o n u c le a s a  en p ro p o r t io n  r e la t iv a m e n te  e le v a d a .
La enzim a p a re c e  e s t a r  a s o c ia d a  con l a  subun idad  m enor, lo  que hace  que 
s e a  l a  mas i n e s t a b le  d e l  ribosom a (1 2 4 ). También se  e n c u e n tra  en lo s  ribo^ 
somas a c t iv id a d e s  de fo s fo m o n o e s te ra sa  (1 2 5 ), f o s f o d ie s te r a s a  (1 2 6 ), am i- 
la s a  y o t r a s  enzim as.
En o c a s io n e s  e s  d i f l c i l ,  s i n  em bargo, d e c i d i r  s i  una enzim a, cuya ajc 
t iv id a d  se  ha en co n trad o  p r e s é n te  en p re p a ra d o s  de r ib o so m as, es rea lm en - 
te  c o n s t i t u t i v e  de e l l o s  o , p p r  e l  c o n t r a r io ,  su  p re s e n c ia  es sô lo  t r a n s ^  
t o r i a  p o r s e r  lo s  ribosom as l a s  p a r t i c u l a s  a c t iv a s  en l a  s i n t e s i s  de p ro ­
te in a s  .
E l RNA rib o so m a l (rRNA) puede a i s l a r s e  de d ic h a s  p a r t i c u l a s  fa c ilm e n  
t e  po r lo s  métodos u s u a le s ,  aunque e l  mas adecuado s ig u e  s ie n d o  l a  extrac^ 
c io n  con f e n o l  (1 2 7 ). S in  em bargo, l a  d i f i c u l t a d  de e l im in a r  l a  r ib o n u c le a  
sa  a lo  la rg o  d e l  p ro c e so  de e x t r a c t io n  h iz o  d i f l c i l  d u ra n te  a lg u n  tiem po 
e l  a is la m ie n to  d e l rRNA i n t a c t o .  S i l a  enzim a se  in a c t iv e  (po r e d i t io n  de 
b e n to n i te ,  p o r e jem plo ) e l  rRNA a is la d o  de ribosom as com pletos puede se p ^  
r a r s e ,  p o r c e n t r i f u g a t io n  de zona en g r a d ie n te ,  en  dos com ponentes. Sus 
c o e f i c ie n te s  de s e d im e n ta t io n  son re s p e c tiv a m e n te  de 23 y 16 S p a ra  r ib o ­
somas de b a c t e r i a s  y de 30 y 18 S p a ra  lo s  de o rgan ism es s u p e r io r e s .  En 
ambos caso s  e l  rRNA de mayor c o e f i c ie n t e  de s e d im e n ta c ié n  co rresp o n d e  a 
l a  subunidad  m ayor.
Aunque l a  s e p a r a t io n  puede r e a l i z a r s e  tam bién  p o r  c ro m a to g ra f la  en 
columna de album ine m e t i la d a -k ie s e lg u h r  (1 2 8 ) , l a  in t r o d u c t io n  r e c ie n te  
de lo s  r o to r e s  z o n a le s  ha  hecho de l a  u l t r a c e n t r i f u g a c i é n  zo n a l l a  té c ii^  
t a  mas adecuada p a ra  l a  o b te n t io n  en g ran  e s c a la  de lo s  d i s t i n t o s  t ip o s  
de rRNA (1 2 9 ).
E l a n a l i s i s  de b a se s  r é v é la  s é lo  pequenas d i f e r e n c ia s  en l a  composi­
t i o n  de ambos RNAs (130) qu e , adem és, v a r i a  muy poco a  lo  la rg o  de una 
am plia  e s c a la  e v o lu t iv e  (1 3 1 ).
La e s t r u c t u r a  s e c u n d a r ia  d e l  rRNA fu e  e s tu d ia d a  en  p rim er lu g a r  p o r 
S p ir in  que c o n s ig u io  d e m o strà r  l a  p r e s e n c ia  de una m oderada complementa­
t i o n ,  an é lo g a  a  l a  d e l  DNA, que d é te rm in a  l a  d isp o s ic iO n  h e l i c o id a l  de
\ ■
. c i e r t a s  re g io n e s  de l a  m o lécu la  (1 3 1 ).
Ademas de lo s  dos com ponèntes p r in c ip a le s  d e l  rRNA s e  ha  a i s la d o  
o tr o  de 5S a  p a r t i r  de l a  subun idad  60 S de ribosom as de le v a d u ra s  (1 3 2 ). 
Se pensô en un p r in c ip io  que p o d r ia  t r a t a r s e .  de frag m en tes  de d e g ra d a tio n  
p o r n u c le a s a s  de lo s  rRNAs m ayores, p e ro  su  p re s e n c ia  en p re p a ra d o s  en 
lo s  que l a  a c t iv id a d  de e s t a s  enzim as se  h a b ia  in h ib id o  to ta lm e n te  confir^  
mo l a  e x i s t e n c ia  d e l  rRNA 5 S como una e s p e c ie  in d e p e n d ie n te  de l a s  a n te -  
r i o r e s ,  P o s te r io rm e n te  s e  han  a is la d o  de b a c t e r i a s  y de d iv e r s e s  t e j i d o s  
de m am iferos. La a p l ic a c iô n  de lo s  r o to r e s  z o n a le s  ha p e rm itid o  tam bién  
en e s t e  caso  a i s l a r  e l  rRNA 5 S en c a n tid a d  s u f i c i e n t e  p a ra  d e te rm in e r  su 
se c u e n c ia  (1 3 3 ). Se conpcen to ta lm e n te  l a s  e s t r u c tu r a s  p r im a r ia s  d e l  de E. 
c o l i  (134) y e l  de c é lu la s  KB -u n  c u l t iv e  a r t i f i c i a l  de c é lu la s  de mamife^ 
r o s -  (1 3 5 ). Ambos c o n s ta n  de 120 n u c le o t id e s  de lo s  que 35 ocupan l a  m is -  
ma p o s i t io n  de ambos RNAs. R ecien tem en te  se  ha d e s c r i t o  tam bién  l a  e s t r u c  
tu r a  p r im a r ia  de un rRNA 5 S de le v a d u ra s .  (1 3 6 ). A p e s a r  de e s to s  d a to s ,  
l a  fu n c io n  de e s to s  RNAs no se  conoce aun . És uno de lo s  pocos caso s  en 
lo s  que e l  conocim ien to  de l a  e s t r u c t u r a  ha  s id o  a n t e r io r  en e l  tiem po a l  
de su  fu n c io n .
E l o t r o  g ran  com ponente d e l  ribosom a, l a  p r o te in a ,  ex h ib e  una com ply 
j id a d  mucho mayor que l a  d e l  RNA. Las p ro te fn a s  r ib o so m a le s , como cabe ejs 
p e r a r s e  p o r su  a s o c ia c io n  a l  RNA, re c u e rd a n  a l a s  h is to n a s  p o r su  b a jo  p ^  
so m o le c u la r  y su  abundanc ia  en am inoâcidos b a s ic o s  (1 3 7 ). Su e s tu d io  es 
d i f i c i l ,  ya que su  a is la m ie n to  p r é s e n ta  c i e r t a s  c o m p lic a c io n e s . Al s e p a -  
r a r  e l  RNA tie n d e n  a a g re g a rs e  y a  p r e c i p i t a r  (1 1 8 ), p la n te a n d o se  s e r io s  
problèm es en su  s o l u b i l i z a t i o n  (1 3 8 ).
W alle r y H a r r is  (139) fu e ro n  lo s  p rim ero s  que d em o stra ro n  l a  h e t e r o -  
geneidad  de l a  p r o te in a  r ib o so m a l. Una p r e p a r a t io n  c ru d a  de p r o te fn a s  de 
ribosom as de E. c o l i  se  puede s e p a ra r  en dos f r a c c io n e s  p o r c ro m a to g ra f la  
en columna de c a rb o x im e t i lc e lu lo s a ,  p e ro  p o r e l e c t r o f o r e s i s  en g e l  de a l -  
midon s e  lo g ra  un u l t e r i o r  f ra c c io n a m ie n to , o b te n ié n d o se  e n t r e  17 y 20 
bandas de m o v ilid a d  muy p o s i t i v a  como co rresp o n d e  a su  c a r a c te r  b é s ic o .
En p re s e n c ia  de u re a  6-8  M s e  puede o b te n e r  una r e s o lu t io n  aun mayor a p a -  
re c ie n d o  mas de 20 bandas (1 4 0 ). Los mismos r e s u l ta d o s  se  co n s ig u en  p o r 
e l e c t r o f o r e s i s  en g e l  de p o l ia c r i l a m id a  (138 , 1 4 1 ).
Aunque l a  com p o sitio n  de am inoâcidos de l a s  p ro te fn a s  de l a s  dos su ^  
un id ad es  e s  muy sem ejan te  (1 4 2 ) , lo s  d a to s  o b te n id o s  p o r  e l e c t r o f o r e s i s
.perm iten  c o n c lu ir  que l a s  p ro te fn a s  son  d i f e r e n t e s  (138 , 1 4 0 ).
6A dm itiendo un peso  de 1 .7 .1 0  d a l to n s  p a ra  l a  t o t a l i d a d  de rRNA 
(130) y un peso  m o le c u la r  de 25.000 p a ra  l a s  p r o te f n a s  r ib o so m a le s  (1 1 8 ) , 
pueden e x i s t i r  unas 40 m o lecu les  de p r o te in a - e n  un ribosom a de 70 S , de
la s  que 26 c o rre sp o n d e n r îa n  a l a  subun idad  mayor y 14 a l a  m enor. Es p o -
s i b l e  que e s a s  40 p r o te in a s  sean  to d a s  d i s t i n t a s ,  aunque no se  ha o b te n i -
do aun , n i  p o r e l e c t r o f o r e s i s  n i  p o r n in g u n a  o t r a  t é c n ic a ,  una t o t a l  e v i -
d en c ia  de e l l o .
Se han  o bservado  d i f e r e n c ia s  de m o v ilid a d  e n t r e  l a s  p r o te fn a s  r ib o ­
som ales de d i s t i n t a s  e sp e c ie s  d e l  género  B a c i l lu s  (140) e in c lu s o  e n t r e  
la s  de dos cepas d i s t i n t a s  de E. c o l i  (1 4 3 ) , lo  que p la n te a  con mas fuer^ 
za un problem a l a t e n t e  desde que s e  d e s c u b r ié  l a  h e te ro g e n e id a d  de l a  pro^ 
te fn a  r ib o so m a l. Es e l  de l a  fu n c io n a lid a d  b io lo g ic a  de l a s  d i s t i n t a s  p r£  
te fn a s  c o n s t i t u t i v a s  d e l  ribosom a. E l p rob lem a e s t â  aun s in  r e s o lv e r ,  au£  
que a lgunos r e s u l ta d o s  e x p é rim e n ta le s  han  comenzadp a  a c l a r a r  c i e r t o s  ex ­
trem es . Desde 1964 s e  sabe que lo s  ribosom as de E. c o l i  en p re s e n c ia  de 
CsCl se  d is o c ia n  en p a r t i c u l e s  mâs pequenas (40 S y 23 S aproxim adam ente) 
que l a s  ya co n o c id as  subun idades rib o so m a le s  (1 4 4 ) . Dos anos mâs ta r d e  se  
pudo com probar que l a  d ism in u c io n  d e l  c o e f i c i e n t e  de sed im e n ta c io n  se  d e -  
be a l a  p e rd id a  de p r o te f n a s .  En e f e c to ,  en e l  ribosom a com plète  de E .c o ­
l i  l a  p ro p o rc io n  de p ro te fn a  es de 37%, m ie n tra s  que en l a s  p a r t f c u l a s  de 
40 S y 23 S es so lo  d e l  30% (145) y ,  co n secu e n tem e n te , l a  d en s id ad  de f l £  
ta c io n  en CsCl de e s ta s  p a r t f c u la s  es  menor que l a  d e l  ribosom a com plete  
o su s su b u n id a d e s (1 4 6 ). La p e rd id a  de p r o te f n a s  h ace  a l  ribosom a to ta lm en  
t e  in a c t iv e  en l a  b i o s i n t e s i s  de p ro te fn a s  (145 , 146) p e ro  e l  fenomeno es 
r e v e r s i b l e ,  ya  que s e  pueden r e c o n s t r u i r  ribosom as fu n c io n a lm e n te  a c t iv e s  
p o r a d ic io n  a  l a s  p a r t f c u la s  de 40 S y 23 S de l a s  p ro te fn a s  p rev iam en te  
e s c in d id a s .  Ademâs e s ta s  p ro te fn a s  son e s p e c f f i c a s  en l a  r e c o n s tru c c io n  
d e l  ribosom a, es d e c i r ,  s o lo  l a s  p ro te fn a s  e s c in d id a s  de l a  subun idad  30 
S pueden r e s t a u r e r  l a  a c t iv id a d  de l a  p a r t f c u l a  de 23 S (1 4 6 ).
E s to s  r e s u l ta d o s  ponen de m a n if ie s to ,  de una p a r t e ,  l a  n e c e s id a d  de 
que e l  ribosom a , p a ra  s e r  a c t iv o ,  m antenga su  in te g r id a d  en l a  que la s  
p ro te fn a s  ju e g a n  un p a p e l im p o rta n te  y ,  de o t r a ,  s e n a la n  l a  d i f e r e n c ia  en 
t r e  l a s  p ro te fn a s  de ambas subun idades a un n iv e l  en e l  que l a  e l e c t r o f o ­
r e s i s  no a p o r ta b a  d a to s .
De to d a s  fo rm as, m ie n tra s  no se  conozca a  fondo l a  e s t r u c t u r a  de la s  
p ro te fn a s  rib o so m a les  s e r â  d i f f c i l  d i l u c id a r  e l  p a p e l ex ac to  de l a s  m is -  
mas. Lo mismo puede d e c i r s e  a c e rc a  de l a  a r q u i t e c t u r a  com pléta d e l  r i  bos£ 
ma. En e s p e ra  de que puedan co n o ce rse  d a to s  d e c is iv o s  po r d i f r a c c io n  de
rayOS X, lo s  r e s u l ta d o s  d is p o n ib le s  h a s ta  l a  fe c h a , b asados c a s i  unicam en 
t e  en l a  m ic ro sc o p ia  e l e c t r ô n i c a ,  son in s u f i c i e n t e s .  ,
1.4.2,  2, Preaenoia de loe riboeomae.
Los ribosom as se  e n c u e n tra n , como ya se  ha m encionado, p ra c tic a m e n te  
en to d a s  l a s  c é lu la s  v iv a s .  P r in c ip a lm e n te  se  h a l la n  en e l  c i to p la s m a , 
aunque tam bién  se  han pod ido  o b se rv a r  en e l  n u c leo  (147, 1 4 8 ), m ito co n - 
d r i a s  (149) y c lo ro p la s to s  (150, 1 5 1 ). Los ribosom as no c i to p la s m ic o s  son 
sem ejan te s  a lo s  e s tu d ia d o s  h a s ta  a h o ra , s i  b ie n  re c u e rd a n  en  su s  p ro p ie -  
dades f i s i c a s  a lo s  a i s la d o s  de b a c t e r i a s .  Por e jem p lo , e l  c o e f i c i e n t e  de 
sed im en tac io n  de lo s  ribosom as de c lo ro p la s to s  de a lg a s  es  de 70 S, m ien­
t r a s  que e l  de lo s  d e l  c ito p la sm a  es de 80 S (1 5 2 ).
En e l  c ito p la sm a  lo s  ribosom as pueden e s t a r  u n id o s  a l a s  membranas 
d e l r e t i c u l o  endop lasm ico , formando e l  r e t i c u l o  ru g o so , como ya se  ha di_s 
c u t id o .  La u n io n  se  r e a l i z a ,  en e s t e  c a s o , a t r a v é s  de l a  subunidad  m ayor, 
como se  deduce a p a r t i r  de d a to s  o b te n id o s  po r u l t r a c e n t r i f u g a c i é n  y m i- 
c ro s c o p îa  e l e c t r o n i c s  (1 5 3 ). Pero  tam bién  e x i s te n  ribosom as l i b r e s  en e l  
c ito p la sm a  que pueden e s t a r  como sim p les  monomeros o como p o lim e ro s , r e -  
c ib ie n d o  en e s t e  u ltim o  caso  e l  nombre de p o liso m as .
La p rim era  p ru eb a  de l a  e x i s t e n c ia  de lo s  po lisom as se  obtuvo en 
1962, cuando Warner y c o l .  o b se rv a ro n  que a l  p ré p a re r  p o r m étodos suaves 
ribosom as de r e t i c u l o c i t o s  g ran  p a r te  de e l l o s  s e  e n c u e n tra n  formando agrje 
g ad o s , p re fe re n te m e n te  de 5 o 6 u n id ad es  a ju z g a r  po r e l  c o e f i c ie n te  de 
se d im en tac io n  de lo s  mismos (1 5 4 ). Poco después se  con firm é l a  p re s e n c ia  
de po liso m as en r e t i c u l o c i t o s  ta n to  p o r u l t r a c e n t r i f u g a c i é n  (155) como 
po r medio d e l  m ic ro sco p io  e le c t r é n ic o  (156) con e l  c u a l s e  ven b a jo  l a  fo £  
ma de r o s a r io  o de rac im o . Ese mismo ano , 1963, se  a i s l a r o n  tam bién  p o l i ­
somas de h igado  (157) y de E. c o l i  (1 5 8 ). É s to s  é l t im o s  p o d ian  c o n te n e r  
h a s ta  10 u n id a d e s .
E x is te  una r e l a c ié n  e n t r e  e l  némero de u n id ad es  de un po lisom a y l a  
lo n g itu d  de l a  cadena p o l ip e p t f d ic a  que s i n t e t i z a .  A s i,  en l a s  c é lu la s  
p ro d u c to ra s  de a n t ic u e rp o s  se  han en co n trad o  dos t ip o s  de p o liso m a s , unos 
com puestos p o r 7 u 8 ribosom as y o t r o s  que pueden e s t a r  form ados p o r 
16-20 u n id ad es  (1 5 9 ). Los pequenos p a re c e n  d e d ic a r s e  a  l a  s i n t e s i s  de l a s  
cadenas l i g e r a s  de l a s  inm unog lobu linas  y lo s  g randes a l a  de l a s  cadenas 
p e sa d a s . A si p u e s , l a  m agnitud de lo s  po lisom as es muy v a r i a b l e ,  p jd ien d o  
l l e g a r  a  c o n te n e r  h a s ta  60 u n id ad es  en a lgunos caso s  de in f e c c ié n  v î r i c a
(1 6 0 ). Mas a d e la n te  s e  expondra l a  ra z é n  de e s t a  dep en d en c ia  e n t r e  e l  t a -  
mano d e l  po lisom a y e l  de l a  p ro te fn a  s i n t e t i z a d a .
P a re c e  s e r  que en lo s  po liso m as g ran d es  lo s  ribosom as se  d is t r ib u y e n  
en form a de h é l i c e ,  en l a  que lo s  r ib o so m a s, 5 o 6 por. v u e l ta  de l a  h é l i ­
c e , se  s i t ü a n  con su  subunidad  menor d i r i g i d a  h a c ia  e l  e je  de l a  misma
(1 6 1 ). Segun e s te  m odelo , l a s  in te r a c c io n e s  ^ r o t e f n a - p r o te în a  s e r i a n  r e s ­
p o n s a b le s , a l  menos en p a r t e ,  de l a  e s t a b i l i d a d  de lo s  ribosom as (1 6 2 ), 
E s ta  h ip o t e s i s  e s t a  s u s te n ta d a  p o r e l  hecho de que l a s  enzim as p r o t e o l i t i  
cas son cap aces  de d e s t r u i r  l a  e s t r u c t u r a  p o liso m ic a  (1 6 3 ).
En e l  a is la m ie n to  de po liso m as s e  p re s e n ta n  s é r i a s  d i f i c u l t a d e s ,  
s ien d o  poco f r e c u e n te  l a  o b te n c io n  de ag regados de mas de 10 rib o so m a s, a 
p e s a r  de l a  a p a re n te  e s t a b i l i d a d  " ih  v iv o "  de lo s  p o liso m a s . Es o p in io n  
muy g e n e ra l iz a d a  que l a  r o tu r a  de p o lisom as d u ra n te  su  p re p a ra c ié n  se  d e -  
be fundam entalm ente a cau sas  m ecan icas , es d e c i r  a  l a  a c tu a c io n  de f u e r -  
zas de c i z a l l a  en l a  hom ogeneizacion  o en l a  re s u s p e n s ié n  de a lg u n  s e d i ­
mento de l a  c e n t r i f u g a c iô n .  S in  em bargo, e l  m an ten im ien to  de una tem p era - 
tu r a  b a ja  a  lo  la rg o  de todo e l  p ro ceso  de p re p a ra c ié n  es  un f a c t o r  c r i -  
t i c o  p a ra  l a  e s t a b i l i d a d  d e l po lisom a y su  d escu id o  puede s e r ,  segun 
A rn s te in  (1 6 2 ) , l a  causa  p r in c i p a l  de l a  f ra g m e n ta c ié n  de p o liso m a s .
Las c é lu la s  d e l  parénquim a h e p a t ic o  t ie n e n  un ex te n so  r e t i c u l o  endo­
p lasm ico  con g ra n  ndmero de ribosom as a d h e r id o s , p e ro  tam bién  abundan lo s  
ribosom as c i to p lé s m ic o s  l i b r e s .  P a re c e  s e r  que e s to s  é l t im o s  s i n t e t i z a n  
l a s  p r o te in a s  p ro p ia s  de l a  c é l u la ,  m ie n tra s  que en lo s  p rim ero s  se  f o r -  
man l a s  p r o te f n a s  d e s t in a d a s  a l a  e x p o r ta c ié n  a  o t r o s  t e j i d o s  (1 1 8 ). E s ta  
s u p o s ic ié n  e n c a ja  p e rfe c ta m e n te  d e n tro  de l a  t e o r f a  de N o v ik o ff, g e n e r a l -  
mente a d m itid a , so b re  l a  fu n c io n a lid a d  de l a s  d i s t i n t a s  e s t r u c tu r a s  sub­
c e lu la r e s  (1 6 4 ) .
Aunque e l  h fgado  es uno de lo s  é rg an o s que ex h ib e  mayor a c t iv id a d  en 
l a  b i o s i n t e s i s  de p ro te fn a s  (1 6 5 ), é s t a  t i e n e  lu g a r  çn c a s i  todos lo s  t e ­
j i d o s .  E s te  hecho j u s t i f i e s  que l a  p re s e n c ia  de ribosom as se  de en to d a s  
l a s  c é lu la s  como re i te ra d a m e n te  s e  h a  com entado.
En lo s  r e t i c u l o c i t o s ,  cuyo r e t f c u lo  endoplésm ico  e s t é  muy poco d e sa -  
r r o l l a d o  y es s iem p re  l i s o ,  lo s  ribosom as no p re s e n ta n  a s o c ia c ié n  con n in  
gun s is te m a  membranoso lo  que f a c i l i t a  n o tab lem en te  su  p re p a ra c ié * .
En lo s  é l t im o s  anos s e  h a  d ed icado  e s p e c ia l  a te n c ié n  a lo s  ribosom as 
c é r é b r a le s .  Desde h ace  b a s ta n te  tiem po se  s a b fa  que l a  mayor p a r t e  d e l  
RNA de l a s  n eu ro n as  c e r e b ra le s  e s ta b a  acum ulado en lo s  llam ados co rp u scu - 
lo s  de N is s l  (1 6 6 ) . Anos més ta rd e  s e  l l e g é  a l  convencim ien to  de que t a ­
ie s  e s t r u c t u r a s  e ra n  en r e a l id a d  s is te m a s  membranosos d e l  r e t f c u lo  endo­
p lésm ico  con g ra n  némero de ribosom as a d h e rid o s  (1 6 7 ). En l a  a c tu a l id a d
,el conocim ien to  de lo s  ribosom as c e r e b ra le s  es ta n  complet© como pueda 
s e r lo  e l  de lo s  a i s la d o s  de o tro s  m a te r ia le s  b io io g ic o s  (168 , 1 6 9 ).
1 .4 .4 .  B io s in te s i s  de p ro te fn a s  en s iszem as a c e l u l a r e s .
A ntes de e s tu d i a r  l a  s e c u e n c ia  de re a c c io n e s  que c o n s ti tu y e n  c u a l -  
q u ie r  p ro ceso  de b i o s i n t e s i s  es n e c e s a r io  conocer lo s  re q u e r im ie n to s  m in i 
mos p a ra  que t a l  p ro ceso  se  p ro d u zca . La co n v e n ie n c ia  de r e a l i z a r  e l  e s ­
tu d io  de e s to s  re q u e r im ie n to s  con s is te m a s  " in  v i t r o "  es  é v id e n te ,  ya que 
l a  co m p le jid ad  fu n c io n a l d e l  s e r  v iv o  d i f i c u l t a ,  s i  no im p o s i b i l i t a ,  l a  
i n v e s t ig a c iô n  de una r e a c c iô n  a i s l a d a  en s is te m a s  " in  v iv o " . E l empleo de 
tê c n ic a s  como l a  p e r fu s io n  de ô rg a n o s , in c u b a c io n  de c o r te s  de t e j id o s  o 
de su sp e n s io n e s  de c é l u la s ,  que pueden a g ru p a rse  b a jo  e l  nombre de "sist_e 
mas c e l u l a r e s " ,  p r é s e n ta  l a  v e n ta ja  de e v i t a r  l a  in f lu e n c ia  de lo s  r e s ta n  
te s  o rganos so b re  l a  a c t iv id a d  b i o s i n t é t i c a  en  c u e s t io n .  S ig u en , no o b s ta n  
t e ,  p re se n ta n d o  l a  com p le jid ad  t o t a l  p ro p ia  de l a  c é l u la .
En e l  caso  c o n c re to  de l a  b io s f n t e s i s  de p r o te f n a s ,  l a s  tê c n ic a s  de 
p e r fu s io n  han se rv id o  mas p a ra  in v e s t ig a r  a s p e c to s  f i s i o l o g i c o s  de l a  fo £  
m aciôn de p ro te fn a s  que p a ra  a c l a r a r  su  m ecanism o. O tro  ta n to  puede decir^ 
se  so b re  l a  in c u b a c io n  de c o r te s  de t e j id o s  o c é lu la s  a i s l a d a s .
Ha s id o  pues n e c e s a r io  u t i l i z a r  s is te m a s  a c e lu la r e s  p a ra  l l e g a r  a C£ 
n o ce r l a  t o t a l i d a d  de lo s  re q u e r im ie n to s  mfnimos n e c e s a r io s  p a ra  l a  in c o £  
p o ra c ié n  de am inoâcidos a  p r o te f n a s .  La b ase  de e s to s  s is te m a s  ha  s id o ,  
en l a  inm ensa m ayorfa de lo s  c a s o s ,  l a  in c u b a c io n  de f r a c c io n e s  microsonm 
l e s  o rib o so m a le s  con am inoâcidos is o to p ic a m e n te  m arcados. La r a d i a c t i y i  
dad in c o rp o ra d a  a l a s  p ro te fn a s  a l  f i n  de l a  in c u b a c io n  es una medida
de l a  m agnitud d e l  p ro ceso  de b i o s f n t e s i s .
S ie k e v itz  (170) en 1952 d e s c r ib iô  e l  p r im e r  s i s tema capaz de form er 
" in  v i t r o "  e n la c e s  p o l ip e p t f d ic o s .  Dos anos mas ta rd e  Zamecnik y K e lle r  
p e r fe c c io n a ro n  e l  p rim er s is te m a  (170 a ) Ademas de lo s  m icrosom as e ra  n e -
c e s a r i a  l a  p re s e n c ia  de ATP y de l a  f r a c c iô n  s o lu b le  c e l u l a r .  Fue ya en
e s te  p e r io d o  cuando s e  comenzô a i n v e s t ig a r  l a  com posiciôn  y f u n c io n a l i ­
dad de l a  f r a c c io n  m icrosom al como ya s e  ha in d ic a d o  y , poco mas ta r d e ,  
e l  mismo grupo de Zamecnik c o n s ig u io  d e m o strà r que la s  enzim as n?.cesa- 
r i a s  p a ra  l a  b io s f n t e s i s  de p r o te fn a s  p r e c i p i t a n  a l  l l e v a r  l a  f ra c c iô n  S£ 
liab le  a pH 5 . La p r e c ip i t a c iô n  no e n tra h a  d e s n a tu r a l iz a c io n ,  po r lo  que 
l a s  enzim as, una vez r e d i s u e l t a s  a  pH proxim o a  l a  n e u t r a l id a d ,  s u s t i t u -  
yen con é x i to  a l a  f r a c c iô n  s o lu b le  en lo s  ensayos de in c o rp o ra c iô .i de 
am in o âc id o s. E l p re p a ra d o , enzim as p a rc ia lm e n te  p u r i f i c a d a s ,  se  conoce hja 
b itu a lm e n te  con e l  nombre de " f r a c c iô n  e n z im a tic a  pH 5" (1 7 1 ). Cuando se
. u t i l i z e  e s t e  p rep a rad o  en ensayos de b i o s i n t e s i s  de p ro te fn a s  es n e c e s a - , 
r i o  a n a d ir  una pequena c a n t id a d  de GTP (1 7 2 ). Es c o f a c to r ,  p re s e n te  en l a  
f r a c c io n  s o lu b le  c e l u l a r ,  no p r é c i p i t a  a  pH 5 , p o r lo  que f a l t a  de l a  
f r a c c io n  "pH 5 " . Como q u ie ra  que e l  ATP y e l  GTP se  h id r o l iz a n  rép id am en te  
en e l  medio de in c u b a c iô n  y que su  exceso  in h ib e  l a  in c o rp o ra c iô n  de am i- 
n o ac id o s  (1 7 0 ), h a b itu a lm e n te  s e  m an tien en  f i j a s  sus c o n c e n tra c io n e s  me­
d ia n t  e un s is te m a  re g e ra d o r  (éc id o  fo s fo e n o l p ir û v ic o - p ir ô v ic o  q u in a sa  o 
f o s f a to  de c r e a t in a - c r e a t i n q u in a s a ) .
La in c o rp o ra c io n  ôptim a de am inoâcidos r e q u ie r e  ademas l a  p re s e n c ia  
2+ + +de io n e s  m in é ra le s ,  Mg , K , y NH, , en  c o n c e n tra c io n e s  v a r ia b le s  segun
2+la  fu e n te  u t i l i z a d a  p a ra  l a  p re p a ra c io n  d e l  s is te m a . E l Mg es  n e c e s a r io ,  
en p rim er lu g a r ,  p a ra  e ;v ita r  l a  d is o c ia c io n  de lo s  r ib o so m as; mas a d e la n ­
t e  se  d e s c r ib i r a  su  im p o rta n c ia  en l a  a c t iv a c iô n  de am in o âc id o s. E l y 
e l  NH^, p a re c e n  s e r  n e c e s a r io s  p a ra  l a  a c tu a c io n  en co n d ic io n e s  ôp tim as 
de l a  q u in a sa  u t i l i z a d a  en e l  s is te m a  re g e n e ra d o r  de ATP (1 7 3 ).
Sobre l a  b a se  g e n e ra l a r r i b a  ap u n tad a  son muy num erosos lo s  s is te m a s  
d e s c r i t o s  p a ra  l a  r e a l iz a c io n  de l a  s f n t e s i s  a c e lu la r  de p r o te f n a s .  Las 
m o d if ic a c io n e s  mâs im p o rta n te s  se  reco g en  en l a  r e v is io n  que p u b lic o  von 
d e r Decken hace  t r è s  anos (1 7 3 ). M erece l a  pena d e s ta c a r  l a  in c lu s io n  de 
s a c a ro s a  en numerosos m edios de in c u b a c iô n  d eb ido  a su  p a p e l como e s t a b i -  
l i z a d o r  d e l r e t f c u lo  endoplasm ico  (1 7 4 ) . La a d ic iô n  de s a c a ro s a  e s , n a tu -  
ra lm e n te , in n e c e s a r ia  cuando s e  t r a b a j a  con ribosom as p u r i f ic a d o s  en vez 
de f r a c c io n e s  m icrosom ales b r u ta s .  F in a lm en te  e s  n e c e s a r io  h a c e r  menciôn 
de que p a ra  c o n se g u ir  una in c o rp o ra c iô n  ôptim a en s is te m a s  a c e lu la r e s  de 
r e t i c u l o c i t o s  debe e s t a r  p r é s e n te  en  e l  medio de in c u b a c iô n  una m ezcla de 
todos lo s  am inoâcidos (ademâs d e l  iso tô p ic a m e n te  m arcad o ). La in c o rp o ra ­
c iô n  l l e g a  a  d u p l ic a r s e  s i  l a  com posiciôn  de l a  m ezcla  de am inoâcidos r e -  
f l e j a  l a  de l a  hem oglobina (175) p r o te f n a  que r e p r é s e n ta  c a s i  e l  70% dé 
l a  s i n t e t i z a d a  p o r d ic h a s  c é lu la s  (1 7 6 ) .
1 .4 .5 .  Mecanismo de l a  b i o s f n t e s i s  de p r o te f n a s .  A c tiv a c iô n  de am in o âc id o s.
En e l  a n a r ta d o  1 .4 ,1 .  se  puso de m a n if ie s to  l a  n e c e s id a d  de un m ecan is­
mo, p re v io  a l a  b i o s f n t e s i s  de p r o te f n a s ,  que a c t iv e  lo s  am in o âc id o s, co­
mo una co n secu e n c ia  d e l  c a r â c te r  en d erg ô n ico  de l a  fo rm aciôn  de un e n la c e  
p e p t îd ic o .  En e f e c to ,  l a  e n e rg fa  l i b r e  e s ta n d a r  de h i d r ô l i s i s  de d ic h o s  
e n la c e s  es  d e l  o rden  de -500 c a l/m o l a  pH 7 (1 7 7 ). E s te  v a lo r  e s  pequeno 
s i  se  compara con e l  c o r re s p o n d ie n te  a  l a  h i d r ô l i s i s  d e l  é s t e r  de un am i- 
n o âc id o  (G° * - 8 .4  K cal/m ol) (178) y e s ,  n a tu ra lm e n te , i n f e r i o r  a  l a  
e n e rg fa  de h i d r ô l i s i s  d e l  ATP (-11 Kcal/mol aproximadamente) que, como es
b ie n  sab id o  es e i  donador de e n e rg fa ,  p râ c tic a m e n te  u n iv e r s a l ,  en l a s  
re a c c io n e s  b io lô g ic a s .  De to d a s  fo rm as , no es d e s p re c ia b le  y es é v id e n te  
que l a  fo rm ac iôn  de un e n la c e  p e p t îd ic o  fto puede t r a n s c u r r i r  de un modo 
e sp o n tân eo .
La a c t iv a c iô n  de am in o âc id o s , como paso  p re v io  a l a  b io s f n t e s i s  de 
p r o te f n a s ,  s e  observô  p o r p rim e ra  vez en 1955, cuando H oagland d e te c tô  l a  
form aciôn  de h id roxam atos como co n secu e n c ia  de l a  in c u b a c iô n  de am inoâci­
dos en p r e s e n c ia  de h id ro x i la m in a , ATP y l a  f r a c c iô n  s o lu b le  que c o n tie n e  
la s  enzim as n e c e s a r ia s  p a ra  l a  s f n t e s i s  de p ro te fn a s  (1 7 9 ). E l p ro ceso  no 
t i e n e  lu g a r  en a u se n c ia  de ATP n i  s i  s e  om ite  e l  p rep a rad o  e n z im â tic o . P£ 
co despues d e l  d e sc u b rim ie n to  de H oagland, o t r o s  in v e s t ig a d o re s  l le g a ro n  
a id â n t ic o s  r e s u l ta d o s  y p u s ie ro n  de m a n if ie s to  que l a  fo rm aciôn  de h id r £  
xam atos se  p ro d u c ia  ta n to  en p re s e n c ia  de f r a c c io n e s  s o lu b le s  como de l a
f r a c c iô n  e n z im a tic a  "pH 5" (1 8 0 -1 8 2 ). En to d o s lo s  caso s  e ra  n e c e s a r ia  l a  
^  2+
p a r t i c ip a c iô n  de io n e s  Mg p a ra  que s e  p ro d u je ra  l a  r e a c c iô n  de a c t iv a ­
c iô n .
En 1957 Hoagland y c o l .  e n c o n tra ro n  que cuando l a  f r a c c iô n  e n z im â ti-
2+ca "pH 5" se  in c u b a  con ATP, Mg y am inoâcidos m arcados iso tô p ic a m e n te , 
p a r te  de l a  r a d ia c t iv id a d  a p a re c e  en e l  p r e c ip i ta d o  o b te n id o  a l  d e te n e r  
l a  r e a c c iô n  con âc id o  t r i c l o r o a c e t i c o ,  pero  s e  é l im in a  d e l  p r e c ip i ta d o  
por e x t ra c c iô n  con e l  mismo âc id o  a  90**. E s te  r e s u l ta d o  s u g e r fa  que lo s  
am inoâcidos en t a i e s  c o n d ic io n e s  se  u n fan  no a una f r a c c iô n  p r o te i c a ,  s i ­
no a un RNA que se  h i d r o l i z a r f a  a l  c a l e n t a r .  Un ano mâs ta rd e  s e  pudo cou 
f irm a r  l a  e x i s t e n c ia  de un RNA de b a jo  peso  m o le c u la r  en l a  f r a c c iô n  "pH 
5" (1 7 2 ). E s te  RNA s o lu b le  (sRNA) t i e n e  un c o e f i c ie n te  de sed im en tac iô n  
de unos A S y su  peso  m o le c u la r  (2 0 .0 0 0 -2 5 .0 0 0 ) in d ic a  que e s t â  c o n s t i tu é  
do p o r 70-90 n u c le o t id o s .
En a q u e l lo s  anos se  co n o cfa  con b a s ta n te  p r e c i s io n  e l  mecanismo de 
a c t iv a c iô n  de lo s  â c id o s  g r a s o s .  La fo rm ac iô n  de a c il-c o e n z im a  A, paso
p re v io  a l a  o x id a c iô n  de lo s  â c id o s  g ra s o s  t i e n e  lu g a r  m ed ian te  l a  concu-
2+r r e n c ia  de ATP, Mg y l a  c o r re s p o n d ie n te  enzim a: â c id o : coenzim a A l i g a -
s a  (AMP) (EC. 6 . 2 . 1 . - ) .  E l p ro ceso  g lo b a l :
R-COgH + ATP + HSCoA R-CO-SCoA + AMP + PP^
tr a n s c u r r e  re a lm e n te  en dos e ta p a s .  En l a  p rim e ra  se  form a un a c i l  a d e n ir
l a t o  -q u e  perm anece un ido  a  l a  enzim a- con l a  l i b e r a c iô n  de p i r o f o s f a to :
R-CO H + ATP + Enz [ r-CO-AMP] .Enz + PP .
2+y en l a  segunda -  que ya no r e q u ie r e  l a  p r e s e n c ia  de Mg -  e l  r e s to  a c i lo
se  t r a n s f i e r e  a  l a  coenzim a A:
[r-CO-AMp]  .Enz + HSCoA    R-CO-SCoA + AMP
La sem ejanza de re q u e r im ie n to s  e n t r e  l a  a c t iv a c iô n  de â c id o s  g ra s o s  , 
y de am inoâcidos h iz o  que s e  a d m it ie ra  p a ra  e s t a  u l t im a  re a c c iô n  e l  s i -  
g u ie n te  esquem ai (172, 184, 185 ):
aa  + ATP + Enz ^  ^
[aa-AMP] .Enz + sRNA —  aa-sRNA *«f AMP (II)
en e l  que l a  misma enzim a c a t a l i z a r i a  ambas e ta p a s  (1 8 6 ). En r e a l id a d  l a  
re a c c iô n  g lo b a l  te n d r ia  lu g a r  en l a  s u p e r f i c i e  de l a s  enzim as que comen- 
zaron  a denom inarse am inoacil-sRNA  s i n t e t a s a s .  E l esquema quedô c o n firm a - 
do cuando se  pudo d e t e c ta r  l a  p re s e n c ia  de a m in o a c i la d e n i la to s  a l  r e a l i ­
z a r  l a  in c u b a c iô n  con c a n tid a d e s  de enzim a se m e jan te s  a l a s  de s u s t r a t o  
(187, 188) y mâs aun cuando W ebster y D avie c o n s ig u ie ro n  a i s l a r  e l  com ply 
j e  seril-A M P-enzim a (1 8 9 ). Ademâs lo s  a m in o a c i la d e n i la to s  s i n t â t i c o s  se  
descomponen en am inoâcido y ATP a l  in c u b a r lo s  con f r a c c io n e s  e n z im â tic a s  
y p i r o f o s f a to  (188 ,190) y ceden  a l  am inoâcido a l  sRNA cuando l a  in c u b a ­
c iô n  se  r e a l i z a  en p re s e n c ia  de e s te  u lt im o  (1 9 1 ).
La îu n io n  de lo s  am inoâcidos y e l  sRNA es  de t ip o  e s t e r  e n t r e  e l  ca£  
b o x ilo  d e l  am inoâcido y uno de lo s  h id r o x i lo s  l i b r e s  de l a  r ib o s a  d e l  nu­
c le o t id e  OH te rm in a l  d e l  sRNA. En e s t e  s e n t id o  ap u n ta ro n  l a s  p r im e ra s  e x -  
p e r ie n c ia s  a l  d em o strà r que s i  e l  sRNA s e  so m etfa  a  t r a ta m ie n to  con p e r lo  
d a to  (con l a  c o n s ig u ie n te  o x id a c iô n  de lo s  h id r o x i lo s  en c i s  d e l  ex trem e 
OH te rm in a l)  p e rd ia  su  cap ac id ad  de a c e p ta r  am inoâcidos (1 9 2 ) . Es m âs, 
cuando un am inoacil-sRNA  s e  h id r o l i z a  con r ib o n u c le a s a  s e  o b t ie n e  siem pre  
e l  am inoâcido un ido  po r su  c a rb o x ilo  a  un r e s to  de ad e n o s in a  a t r a v é s  de 
uno de lo s  h id r o x i lo s  l i b r e s  (2" o 3 ')  de su  r ib o s a  (192, 1 9 3 ) . E s te  h e ­
cho s u g ie r e  p o r o t r a  p a r te  -y  mâs a d e la n te  s e  d a râ  c u e n ta  de e l l o -  que tjo 
dos lo s  sRNA poseen  un r e s to  de â c id o  a d e n î l ic o  en su  ex trem o OH te rm in a l ,  
Una u lt im a  e v id e n c ia  a fa v o r  de l a  u n iô n  e s t e r  e n t r e  e l  am inoâcido  y e l  
sRNA puede s e r  e l  que lo s  am inoacil-sRN A  son cap aces  de fo rm ar h id roxam a­
to s  de am inoâcidos p o r r e a c c iô n  no e n z im â tic a  con h id ro x ila m in a  n e u t r a l i -  
zada a  una v e lo c id a d  sem ejan te  a l a  o b se rv ad a  con lo s  e s t e r a s  s i n t é t i c o s  
de am inoâcidos (172 , 1 9 4 ). De e s ta  form a puede c o n c lu ir s e  que l a  a c t i v a ­
c iô n  de am inoâcidos t i e n e  lu g a r  re a lm e n te  en l a  re a c c iô n  I ,  ya que l a  
e n e rg fa  l i b r e  de fo rm aciôn  de un e s t e r  e s  i n f e r i o r  (en  v a lo r  a b s o lu te )  a 
l a  d e l  a n h fd rid o  m ix to  que supone e l  a d e n i l a to .  \
2,4.5.2,  Aminoâcido: tRM ligaaae (AMP) (Aminoacil-eRNA a in te ta ea e), \
Una vez c o n s id e ra d o s  lo s  a s p e c to s  h i s t ô r i c o s  p r e l im in a re s  de l a  a c t^  
v a c iô n  de am in o âc id o s, se  t r a t a r â  en e s t e  a p a r ta d o  de l a  n a t u r a l e z a ,  p ro -  
p ie d ad es  y e s p e c i f ic id a d  de l a s  am inoacil-sRN A  s i n t e t a s a s .  Es tiem po y a ,  ‘ 
s i n  em bargo, de comenzar a  d e s ig n a r la s  con e l  nombre s i s te m â t ic o  ace p tad o
a c tu a lm e n te  de am inoâcido : tRNA l ig a s a s  (AMP) (EC, 6 . 1 . 1 . - ) ,  P or e l  mismo* 
m otivo  l a  d e s ig n a t io n  tRNA - a b r e v ia tu r a  de RNA de t r a n s f e r e n c i a -  s u s t i t u i -  
r â  a l a  mâs equ ivbca  de sRNA qu e , p o r razo n e s  h i s t ô r i c a s ,  s e  ha  v en id o  usan  
do h a s ta  a h o ra . E l m otivo  de e s ta  nom enclatuya quedarâ  ex p u es to  en e l  s i -  
g u ie n te  a p a r ta d o , d ed icado  a l  e s tu d io  de e s t a  e s p e c ie  de RNA ta n  im p o rta n te  
en l a s  p rim e ra s  e ta p a s  de l a  b i o s f n t e s i s  de p r o te f n a s .
Ya desde e l  p r in c ip io  se  a d v i r t i ô  que no h a b fa  una enzim a u n ic a  capaz 
de a c t i v a r  todos lo s  am inoâcidos s in o  que p a ra  cada uno de e l l o s  e x i s t f a  a l  
menos una enzim a e s p e c f f i c a .  U ti l iz a n d o  una f r a c c iô n  e n z im â tic a  c ruda  t a l  
como l a  "pH 5" cuando se  a lc a n z a b a  e l  n iv e l  de s a tu r a c iô n  (v e lo c id a d  m âx i- 
ma) p a ra  un am inoâcido dado , l a  r e a c c iô n  de a c t iv a c iô n  ( I )  c o n tin u a b a  a l  
a n a d i r  a l  s is te m a  un segundo am inoâcido y a s f  su ces iv am en te  (179, 1 9 5 ).
E l a is la m ie n to  de am inoâcido : tRNA l ig a s a s  e s p e c f f ic a s  p r é s e n ta  l a s  d i  
f i c u l t a d e s  p ro p ia s  de todo  a is la m ie n to  de enzim as. Como s u e le  s e r  h a b i tu a i  
en e s to s  caso s  no e x i s t e  un môtodo g e n e ra liz a d o  p a ra  c o n s e g u ir lo  y se  han  de 
em plear su cesiv am en te  v a r ia s  de la s  tê c n ic a s  u s u a le s  en l a  p u r i f i c a c iô n  de 
p r o te f n a s .  Ha de e v i t a r s e  en todos lo s  p aso s  l a  d is o lu c iô n  en agua de e s ta s  
enzim as que tie n d e n  a p e rd e r  a c t iv id a d  en  m edios h ip o tô n ic o s  (1 7 3 ). En l a  
a c tu a l id a d  son  muchas l a s  l i g a s a s  a i s l a d a s  a p a r t i r  de m a te r ia le s  b io l ô g i -  
cos muy v a r ia d o s  aunque l a  mayor p a r t e  de lo s  t r a b a jo s  s e  han r e a l iz a d o  con 
E. c o l i ,  le v a d u ra s  o h fgado de r a t a  (186, 196 , 1 9 7 ). Se ha p u e s to  a pun to  
tam bién  un mâtodo p a ra  a i s l a r ,  a p a r t i r  de E. c o l i ,  un e x t r a c to  que c o n t ie ­
ne ex c lu siv am e n te  l a s  l i g a s a s  c o r re s p o n d ie n te s  a  lo s  20 am inoâcidos p r o t e i -  
cos (1 9 8 ),
La mayor p a r t e  de l a s  enzim as a i s l a d a s  t i e n e n  un peso  m o le c u la r  p ro x i­
mo a  100.000 (T ab la  IV ). Q uizâ l a  ô n ic a  ex ce p c iô n  se a  l a  c o r re s p o n d ie n te  a 
l a  f e n i l a l a n i n a .  En a lg u n o s c a s o s ,  enzim as hom ôlogas a i s l a d a s  de d i f e r e n te s  
m a te r ia le s  b io lÔ g ico s  poseen  p ro p ie d a d e s  f f s i c a s  d i s t i n t a s .  T a l es e l  caso  
de l a s  enzim as a c t iv a n te s  de t i r o s i n a  a i s l a d a s  de B. s u b t i l i s  y E. c o l i  que 
d i f i e r e n  no s ô lo  en  su  peso  m o le c u la r  (T ab la  IV) s in o  tam bién  en  su  m o v il i­
dad e l e c t r o f o r é t i c a ,  ta n to  en g e l  de p o l i a c r i l a m id a  como de alm idôn y en su  
com portam iento  a n t ig é n ic o  (2 0 1 ). No o b s ta n te ,  como se  v e râ  m is a d e la n te ,  su  
e s p e c i f ic id a d  f r e n te  a l a  r e a c c iô n  I I  es  i d e n t i c a .
La mayor p a r t e  de l a s  l i g a s a s  p a re c e n  r e q u é r i r  e sp e c ff ic a m e n te  ATP co­
mo donador de e n e rg fa .  H asta  hace  poco no s e  h a b fa  e n co n trad o  ningun caso  
en e l  que l a  a c t iv a c iô n  p u d ie se  l l e v a r s e  a  e f e c to  con o t r o  t r i f o s f a t o .  In ­
c lu so  se  h ab fa  d e s c r i t o  l a  in h i b i t i o n  p ro d u c id a  p o r e l  dAT? en l a  a c t i v a ­
c iô n  de l a  t i r o s i n a  m ed ian te  l a  enzim a a i s l a d a  de E. c o l i  o B. s u b t i l i s
TABLA IV
.PESOS .MOLECÜLARES DE DIFERENTES .AMINOACIDO:tRNA LIGASAS (ÂMP)
Aminoâcido M a te r ia l  b io lô g ic o P esos m o le c u la r R ef.
i s o le u c in a E. c o l i 112.000 (199)
v a l in a le v a d u ra 116.000 (200)
l i s i n a leV adura 113.000 (200)
t i r o s i n a E. c o l i 95.000 (201)
t i r o s i n a B. s u b t i l i s 88.000 (201)
f e n i l a l a n in a E. c o l i 180.000 (202)
f e n i l a l a n in a le v a d u ra 180.000 (203)
(2 0 4 ). Pero  en l a  a c tu a l id a d  s e  o p in a  que e l  dATP puede s u s t i t u i r  a l  ATP 
en l a  fo rm aciôn  de am inoacil-tR N A . E l grupo de Zamecnik obtuvo l a  p rim era  
com probaciôn en 1966 tra b a ja n d o  con lis in a :tR N A  l i g a s a  de E. c o l i  (205) 
y en 1969 M itra  y M ehler p a re c e n  h a b e r  g e n e ra liz a d o  l a  p a r t i c ip a c iô n  d e l  
dATP en l a  a c t iv a c iô n  de am in o âc id o s. La v e lo c id a d  mâxima de l a  re a c c iô n  
g lo b a l de fo rm ac iôn  de am inoaci1 - tRNAs es sem ejan te  usando dATP y ATP, p £  
r o ,  s in  em bargo, e l  v a lo r  de e s  mayor en e l  p rim er caso  (2 0 6 ).
Es i n t e r e s a n t e  r e v i s a r  lo s  d a to s  que c o n c ie m e n  a l a  e s p e c i f ic id a d  
de l a s  l i g a s a s  con re s p e c to  a  lo s  am in o âc id o s . Las enzim as deben p o se e r  
una d o b le  e s p e c i f ic id a d :  p o r una p a r t e  han  de re c o n o c e r a l  am inoâcido , 
s u s t r a to  de l a  r e a c c iô n  I ;  p o r  o t r a  a l  tRNA ( re a c c iô n  I I ) .  Con re s p e c to  a 
l a  p r im e ra , ô n ic a  o b je to  d e l  p r é s e n te  a p a r ta d o ,  lo s  d a to s  i n i c i a l e s  su g e - 
r f a n  una e s p e c i f ic id a d  c l a r a  aunque no a b s o lu te .  A sf , l a  valina:tR N A  l i g £  
s a  de E. c o l i  puede a c t iv a r  tam bién  l a  t r e o n in a  aunque l a  v e lo c id a d  mâxi­
ma de l a  re a c c iô n  es i n f e r i o r  y l a  e s  unas 100 v eces  s u p e r io r  que p a ra  
su  s u s t r a to  n a t u r a l  (2 0 7 ). Algo sem e ja n te  o c u r re  con l a  iso leu c in a :tR N A  
l i g a s a  que es tam bién  capaz de a c t i v a r  l a  v a l in a  (2 0 8 ).
O tra s  enzim as no son capaces de a c t i v a r  mâs am inoâcidos n a tu r a le s  
que e l  p ro p io  aunque s f  c a t a l i z a n  e l  i n t e r cambio ATP-PP. en p re s e n c ia  dé 
an â lo g o s s i n t é t i c o s  de lo s  am in o âc id o s . Es e l  c a so , p o r e jem p lo , de l a  ti^ . 
r o s in a :  tRNA l i g a s a  que a c t iv a  tam bién  l a  D - t i r o s in a ,  l a  3 - f lu o r o t i r o s i n a  ; 
y l a  3 - h id r o x i t i r o s in a ,  aunque en to d o s  lo s  caso s  l a  p a ra  l a  re a c c iô n  
I  es mayor y l a  v e lo c id a d  mâxima menor que l a  c o r re s p o n d ie n te  a l a  L -tiro _  
s in a  (2 0 4 ). Son num erosos lo s  caso s  sem e jan te s  que dem uestran  e s t a  e sp e ­
c i f i c id a d  e s t r e c h a  aunque no a b s o lu te  a  que a n te s  s e  a lu d f a .  (1 9 1 ,1 9 7 ).
1,4, s, 2, RM de transferencia , '
A ntes de p a s a r  a d i s c u t i r  e l  mecanismo de l a  a c t iv a c iô n  de am in o âc i­
dos es n e c e sa r io  e s tu d i a r  l a s  p ro p ied a d es  d e l  tRNA, a l  c u a l  q u ed arâ  un ido  
e l  am inoâcido a l  te rm ino  de l a  re a c c iô n  I I .  .
Como ya se  ha a lu d id o , desde e l  p r in c ip io  s e  o bservô  que e l  tRNA tije
ne un c o e f i c ie n te  de sed im en tac iô n  com prendido e n t r e  3 .8  (209) y 4 .6  S
(210) y c o n tie n e  70-90 n u c le o tid o s  (172 , 186, 2 1 1 ). No e x i s t e  un tRNA ôn^
co p a ra  todos lo s  am inoâcidos ya que a l  r e a l i z a r  l a  r e a c c iô n  de a c t i v a ­
c iô n  con una c a n tid a d  f i j a  de tRNA cada am inoâcido se  une a e l  en una p r£  
p o rc iô n  v a r ia b le  y ,  una vez s a tu ra d o  e l  tRNA con un am inoâcido , s ig u e  prjo 
g resando  l a  r e a c c iô n  a l  a n a d ir  o tro  d i s t i n t o .  (172 , 194, 208, 210, 2 1 2 ). 
In c lu so  l a  s i tu a c iô n  es mâs com pleja  que en e l  caso  de l a s  l i g a s a s ,  ya
que e s tâ  demostr a d a  l a  e x i s t e n c ia  de mâs de un tRNA e s p e c i f ic o  p a ra  l a  nm
y o r p a r t e  de lo s  am inoâcidos.
Los p rep a rad o s  crudos de tRNA se  o b tie n e n  fâ c i lm e n te  p o r e x t r a c c iô n
con fe n o l  o con bromuro de c e t i l t r im e t i l a m o n io  y NaCl (127 , 2 0 9 ). La p u r^
f ic a c iô n  es ya mâs com pleja  y r e q u ie r e ,  en l a  mayor p a r t e  de lo s  c a s o s ,  e l  
empleo de tê c n ic a s  c ro m a to g râ f ic a s  (2 1 3 -2 1 5 ).
E l fra c c io n a m ie n to  d e l  tRNA p a ra  a i s l a r  l a s  d i s t i n t a s  e s p e c ie s  p ro ­
p ia s  de lo s  d i f e r e n te s  am inoâcidos es  aôn mâs com ple jo . Son v a r i o s ,  s in  
em bargo, lo s  p ro ced im ie n to s  que pueden em p learse  p a ra  l l e v a r  a cabo t a l  
f ra c c io n a m ie n to , unos basados en la s  p ro p ie d a d e s  f f s i c a s ,  o t r o s  apoyados 
en l a  m o d if ic a c iô n  qufm ica que supone su  a m in o a c ila c iô n .
E n tre  lo s  p rim ero s  cabe d e s ta c a r  l a  d i s t r i b u c iô n  en c o n t r a c o r r i e n t e ,  
cuya e f i c a c i a  en l a  s e p a ra c iô n  de tRNA fu e  ya  apu n tad a  en 1958 p o r Warner 
y Vaimberg (2 1 6 ). De e s ta  m anera e l  grupo de H o lley  pudo a i s l a r  en 1959 
tRNA e s p e c f f ic o  de a la n in a  (ab rev iad am en te  tRNA^^^) a p a r t i r  de le v a d u ra  
(2 1 7 ). Los mismos a u to re s  c o n s ig u ie ro n  p e r f e c c io n a r  l a  tê c n ic a  en anos su 
c e s iv o s ,  o b te n ien d o  un p rep a rad o  de g ra n  a c t iv id a d  y en  c a n t id a d  y p u reza  
s u f i c i e n t e  p a ra  r e a l i z a r  e s tu d io s  e s t r u c t u r a l e s  (213, 2 1 8 -2 2 0 ). Con v a ­
r i a n t e s  mâs o menos im p o r ta n te s ,  l a  d i s t r i b u c iô n  en c o n t r a c o r r ie n t e  se  ha 
usado p o r o t r o s  in v e s t ig a d o re s  p a ra  l a  o b te n c iô n  de tRNA^^^ (2 2 1 ), 
tRNA^^® (222) y tRNA®^^ (223, 224) e n t r e  o t r o s .  N a tu ra lm en te  l a  p u r i f i c a ­
c iô n  no es p o s ib le  en to d o s lo s  caso s  y ,  en o c a s io n e s ,  l a  d i s t r i b u c iô n  en 
c o n t r a c o r r ie n te  s ô lo  conduce a p re p a ra d o s  e n r iq u e c id o s  en un tRNA.
E s te  mâtodo de s e p a ra c iô n  s i r v i ô  ademâs p a ra  i n i c i a r  una in t e r e s a n te
c u e s tiô n  en e l  e s tu d io  de lo s  tRNA: l a  de su  h e te ro g e n e id a d , H o lley  y c o l .
le ud em ostraron  l a  e x i s t e n c ia  de v a r io s  mâximos de a c t iv id a d  p a ra  tRNA , 
tRNA^^^ y tRNA^^^ de le v a d u ra  a lo  la rg o  de l a s  d i s t i n t a s  f r a c c io n e s  ob t£
n id a s  (219, 220, 225) y de dos mâximos p a ra  e l  tRNA^^® de h ig ad o  de r a t a  ‘ 
(2 2 6 ). A sem e jan te s  r e s u l ta d o s  se  lleg Ô  a l  f r a c c io n a r  lo s  tRNAs de E, c o l i  
(227, 2 2 8 ), o b te n ié n d o se  h a s ta  c in co  mâximos de a c t iv id a d  p a ra  e l  tRNA^®'^ 
(2 2 9 ). No o b s ta n te ,  e l  com portam iento  h e te ro g én eo  de lo s  tRNA en l a  d i s ­
t r ib u c iô n  en c o n t r a c o r r ie n te  no e s ,  p o r s i  s o lo ,  s u f i c i e n t e  p a ra  d e c id i r  
l a  e x i s t e n c ia  r e a l  de v a r ia s  e s p e c ie s  m o le c u la res d i s t i n t a s  p a ra  un tRNA 
a c e p to r  de un mismo am inoâcido . En t a l  s e n t id o  han  llam ado l a  a te n c iô n  
RajBhandary y S tu a r t  (2 3 0 ), apoyândose en l a  sem ejanza de lo s  o l ig o n u c le £  
t id o s  en que s e  e sc in d e n  en z im âticam en te  dos tRNA®^^ s e p a ra b le s  p o r d i s ­
t r ib u c iô n  en c o n t r a c o r r ie n te  (2 3 1 ).
Las tê c n ic a s  c ro m a to g râ f ic a s  se  han  a p l ic a d o  tam bién  con é x i to  a l  
f ra c c io n a m ie n to  de tRNA. T ras  un p rim e r in te n to  m ed ian te  c ro m a to g ra f la  de 
r e p a r to  u t i l i z a n d o  âc id o  s i l î c i c o  como s o p o r te  (232) l a  s e p a ra c iô n  de d i£  
t i n t o s  tRNAs s e  ha consegu ido  p o r medio de una g ran  v a r ie d a d  de tê c n ic a s .  
Se ha  em pleado, p o r e jem p lo , l a  c ro m a to g ra f la  en g e le s  de d ex tra n o  (2 3 3 ) , 
lo s  cam biadores de io n e s  como D EA E-celulosa (234 , 235) y DEAE-Sephadex 
(2 3 6 ), y l a s  colum nas de albôm ina m e ti la d a  a d so rb id a  so b re  s o p o r te s  de 
k ie s e lg u h r  (2 3 7 ), â c id o  s i l î c i c o  (238) o H yflo -S uper C el (2 3 9 ).
Los m étodos c ro m a to g râ f ic o s , en g e n e ra l ,  no p e rm ite n  e l  a is la m ie n to  
de tRNA e s p e c î f ic o s  con t a n t a  p u re z a  como lo s  basados en l a  d i s t r i b u c iô n  
en c o n t r a c o r r i e n t e ,  a no s e r  que l a  m ezcla  s e  som ets a  una s e r i e  s u c e s iv a  
de d e s a r r o l lo s  (2 4 0 ). O fra  p o s ib i l i d a d ,  b asad a  en l a  d i f e r e n te  e s t a b i l i ­
dad té rm ic a  de lo s  d i s t i n t o s  tRNA, ha s id o  ap rovechada p o r Baguley y c o l .  
(241) p a ra  a i s l a r  un tRNA^^® de le v a d u ra , con p u reza  d e l  80%, en columna 
de D EA E-celulosa e lu ik a  a  te m p e ra tu ra  g radualm en te  aum entada h a s ta  6 5 " .
F in a lm e n te , es n e c e s a r io  m encionar que l a  c ro m a to g ra f la  de tRNA con 
albôm ina m e ti la d a  ha s e rv id o  tam bién  p a ra  p oner de m a n if ie s to  l a  h e te r o ­
gen e id ad  de lo s  mism os, es  d e c i r ,  l a  p o s ib le  e x i s t e n c ia  de v a r ia s  e sp e ­
c ie s  p a ra  un mismo am inoâcido  (2 4 2 ).
E l segundo g ran  grupo de tê c n ic a s  u t i l i s a b l e s  en e l  a is la m ie n to  de 
tRNA e s p e c î f ic o s  s e  b a sa  en l a  d i f e r e n c ia  de p ro p ie d a d e s  qu lm icas de un 
tRNA segôn e s t é  o no a m in o a c ila d o . La m ezcla  de tRNAs s e  in cu b a  con ATP, 
enzim as y Mg^^ en p r e s e n c ia  d e l  am inoâcido , con lo  que e l  tRNA e s p e c i f ic o  
d e l  am inoâcido  form a e n la c e  e s t e r  con é l ,  m ie n tra s  que lo s  demâs quedan \ 
in a l t e r a d o s .  Los tRNA que no han re a c c io n a d o  s ig u e n  poseyendo dos h id r o x ^  
lo s  en c i s  en l a  r ib o s a  3 ’ te rm in a l  lo  que p e rm ite  su  o x id a c iô n  a d i a l -  \ 
dehido  con p e r io d a to  en co n d ic io n e s  que no a f e c ta n  a l  am inoacil-tR N A . Za­
m ecnik y c o l .  (243 )ap ro v ech aro n  l a  a p a r ic iô n  de e s t e  d ia ld e h id o  p a ra  i n -  
t r o d u c i r ,  p o r re a c c iô n  con l a  h id r a z id a  d e l  â c id o  2 - h id r o x i l - 3 - n a f to ic o  y
-p o s te r io r  c o p u la c iô n  coii o - d ia n i s id in a  t e t r a a z o ta d a ,  una m o d if ic a c iô n  qu^ ' 
m ica n o ta b le  en e l  tRNA no e s t e r i f i c a d o ,  que p e rm ite  s e p a r a r lo  p o r p r e c i p i  
ta c iô n  f ra c c io n a d a  d e l  am inoacil-tR N A . Por h i d r ô l i s i s  de e s t e  ô ltim o  pue­
de o b te n e rse  e l  tRNA e s p e c i f ic o .  La com binaciôn de e s t a  tê c n ic a  con a lg û n  
p ro ceso  c ro m a to g râ fic o  p e rm ite  o b te n e r  tRNAs con p u re z a  de h a s ta  e l  90% 
(223, 236, 244).
A d i f e r e n c ia  d e l  mêtodo p re c e d e n te  en e l  que se  h a ç la  uso  de una p r£  
p ied ad  d e l  tRNA no e s t e r i f i c a d o ,  M ehler y Bank (245) p ro p u s ie ro n  l a  p re c ^  
p i t a c iô n  d e l am inoacil-tR N A  b asândose  en que l a  p re s e n c ia  d e l  grupo amino 
l i b r e  d e l  r e s to  am in o ac ilo  p o d la  s e r v i r  como in i c i a d o r  de l a  p o l im e r iz a ­
c iô n  d e l  a n h ld r id o  de N y c a r b o x i - G - t r i f l u o r o a c e t i l - l i s in a .  E l a m in o a c i l-  
tRNA p r é c i p i t a  un ido  a l  po llm ero  y e l  tRNA e s p e c i f ic o  puede r e c u p e ra r s e  
po r s a p o n if ic a c iô n  d e l  e s t e r  que form a con e l  am inoâcido , e l  c u a l perma­
nece un ido  a l  p o llm e ro . K a tc h a lsk i y c o l .  p e r fe c c io n a ro n  p o s te r io rm e n te  
l a  t ê c n ic a ,  u t i l i z a n d o  como monômero e l  a n h ld r id o  de N -c a rb o x i-B -a s p a r ta -  
to  de b e n c i lo  (246, 2 4 7 ).
E l extrem o OH te rm in a l  de todos lo s  tRNA p o see  l a  s e c u e n c ia  pCpCpA 
(2 4 6 ). E s ta  fu e  l a  p rim era  o b se rv a c iô n  e s t r u c t u r a l  r e a l iz a d a  so b re  e s to s  
RNA qu e , p o r su  red u c id o  tamano m o le c u la r  a t r a j e r o n  l a  a te n c iô n  desde e l  
p r in c ip io  como un m a te r ia l  e sp e c ia lm e n te  a p to  p a ra  in v e s t ig a c io n e s  de e £  
t r u c t u r a  p r im a r ia .  Nenog se  pydo p ro g re s a r  p o r e l  extrem o P - te r m in a l .  U t^  
l iz a n d o  tRNAs crudos s e  o b te n la  como ô n ico  n u c le o tid o  P - te rm in a l  â c id o  • /  
g u a n l l ic o  (210) p ero  e l  segundo ya no e ra  comun a  to d as  l a s  e s p e c ie s  de 
tRNA y , p o r ta n to ,  lo s  e s tu d io s  de e s t r u c t u r a  p r im a r ia  quedaron  en suspen  
so h a s ta  d isp o n e r  de métodos de p u r i f i c a c iô n  a c e p ta b le s .  No o b s ta n te ,  se  
pudo c o n s ta te r  aôn con p rep a rad o s  crudos que en lo s  tRNA abundaban r e l a t ^  
vam ente b a se s  poco u s u a le s  en o t ro s  RNA. A s l, es en e l l o s  f r e c u e n te  l a  prjs 
s e n c ia  de âc id o  p s e u d o u r id l l ic o ,  b a se s  m e t i la d a s ,  âc id o  t i m id l l i c o  y 
o t ro s  aôn menos f r e c u e n te s  como e l  is o p e n te n i la d ê n ic o  (243 , 2 4 9 ).
H o lley  y c o l .  q u e , como acaba de d i s c u t i r s e ,  p u s ie ro n  a pun to  t ê c n i ­
cas  de a is la m ie n to  de tRNA e s p e c î f ic o s ,  fu e ro n  lo s  p rim ero s  en d e s c r i b i r
clXâl a  s e c u e n c ia  com pléta  de uno de e l l o s :  e l  tRNA de le v a d u ra  (2 5 0 -2 5 2 ). 
Despuês de e s t e  t r a b a jo  i n i c i a l  han  s id o  num erosos lo s  q u e , h ac ien d o  uso  
de lo s  m étodos a c tu a lm e n te  d is p o n ib le s  p a ra  l a  d e te rm in a c iô n  de se c u e n -  
c ia s  de â c id o s  n u c le ic o s ,  han p u e s to  de m a n if ie s to  l a s  e s t r u c t u r a s  p rim a­
r i a s  de d iv e rs e s  tRNA. En l a  a c tu a l id a d  s e  conocen la s  s e c u e n c ia s  com plé­
ta s  de dos tRNA®®’^  (2 5 3 ), tRNA^^^ (2 5 4 ), tRNA^^® (255) y tRNA^^^ de Sacca 
rom yces; tRNA^^^ (2 5 7 ), tRNA^^® (258) y tRNA^^^ (259) de T o ru lo p s is  u t i -  
l i s ;  dos tRNA^y^ (2 6 0 ), tRNA^®^ (261) y tRNA (261 a ) de E . c o l i ;
■ met
(*) Mâs a d e la n te  se  v e râ  e l  s ig n i f ic a d o  de e s t a  d iv e rs id a d  de lo s  tRNA
de E. c o l i .
un tRNA^^® de germen de t r i g o  (262) y un tRNA®®  ^ de h fgado  de r a t a  ( 2 6 3 ) . '
Ademâs, se  conocen p a rc ia lm e n te  l a s  se c u e n c ia s  de un tRNA^^® (264) y un
tRNA^^^ (265) de E .c o l i , '  -
A e f e c to s  de com paraciôn e n t r e  to d a s  e s ta s  e s t r u c tu r a s  E bel p ropuso  
ya en  1968 (266) l a  d iv i s iô n  de la s  s e c u e n c ia s  de lo s  tRNA en s e i s  zo n as .
E l extrem o 5^ te rm in a l  (zona I )  comprende 8 n u c le o t id o s .  E l n u c le o tid o  t e £
m inai s u e le  s e r  â c id o  g u a n l l ic o ,  como a n te r io rm e n te  se  h a b la  e n c o n tra d o , 
pero  e s t a  s i tu a c iô n  no se  da de un modo a b s o lu to :  e l  n u c le o tid o  te rm in a l  
es âc id o  c i t i d l l i c o  en tRNA^^^ de T o ru lo p s is  u t i l i s  (2 5 9 ), tRNA^^^ de Sao 
carom yces c e r e v is ia e  (254) y tRNA^®^ de E. c o l i  (2 6 1 ). A c o n tin u a c iô n  se  
puede d e s c u b r ir  una zona I I  com puesta p o r 17-19 n u c le o tid o s  c a r a c te r iz a d a  
por l a  p re s e n c ia  de v a r io s  r e s to s  de âc id o  d i h i d r o u r i d l l i c o . La zona I I I ,  
que c o n tie n e  e l  a n tic o d o h  s e r â  o b je to  de una d is c u s iô n  p o s t e r i o r .  La zona 
IV es de se c u e n c ia  muy v a r ia d a  y c o n t ie n e  d i s t i n t o  nômero de n u c le o tid o s  
( e n tr e  3 y 13) segôn lo s  d i f e r e n te s  tRNA. En l a  zona V (17-19 n u c le o tid o s )  
se  en c u e n tra  en to d o s lo s  caso s  in v e s t ig a d o s  h a s ta  l a  fe c h a  l a  s e c u e n c ia  
comôn pGpTpi|>pC y ,  f in a lm e n te ,  l a  V I, 3* te rm in a l ,  s ô lo  t i e n e  de comun e l  
extrem o pCpCpA.
Las sem ejanzas e n t r e  tRNAs homôlogos de d i s t i n t o s  o rgan ism es son e x - 
t r a o r d i n a r i a s . B as te  como ejem plo s e n a la r  que de lo s  85 n u c le o tid o s  que 
c o n tie n e n  lo s  tRNA^^^ de le v a d u ra  e h fgado  de r a t a ,  68 son  id â n t i c o s .
Hace mâs de 10 anos que s e  r e a l i z a r o n  lo s  p rim ero s  e s tu d io s  so b re  l a  
e s t r u c t u r a  s e c u n d a r ia  de lo s  tRNAs. La a p l ic a c iô n  de l a s  tê c n ic a s  de d i s -  
p e r s iô n  ô p t ic a  r o t a t o r i a  a p re p a ra d o s  b ru to s  de tRNA re v e lô  l a  p re s e n c ia  
de d o b le  h é l i c e  (211 , 267, 2 6 8 ), que s e  supuso  e s t a b i l i z a d a  p o r e n la c e s  
de h id rô g en o  de modo sem ejan te  a l  p ro p u es to  p o r W atson y C ric k  p a ra  e l  
DNA. P rec isa m e n te  C ric k  h a b fa  e x te n d id o , en r e la c iô n  con e l  tRNA, su t e £  
r f a  d e l  ap aream ien to  de b a se s  mâs a l l â  de lo  puram ente e s t r u c t u r a l .  En 
1958 p o s tu lô  que l a  e s p e c i f ic id a d  de l a s  s e c u e n c ia s  de p r o te fn a s  e s tq r f a  
a se g u ra d a  s i  e x i s t i e r a  un ÉNA m ono ca ten a rio  so b re  e l  que s e  s itu a ra n j ,  me­
d ia n te  com plem entaciôn de b a s e s ,  lo s  c o r re s p o n d ie n te s  tRNAs p o rta d o ré s  de 
lo s  am inoâcidos (2 6 9 ). E l o rden  de am inoâcidos v e n d rfa  a s f  determ inado 
p o r e l  de l a s  b ase s  d e l  RNA m o nocatena rio  que a c tu a r f a  a  modo de moloe 
( " te m p la te " ) .  S e rfa n  n e c e s a r ia s  p o r lo  menos t r è s  b a se s  p a ra  e s p e c i f ic a r  
l a  p o s ic iô n  de cada am inoâcido y a  que h a b id a  c u e n ta  de que son  4 lo s  nUr 
c le o t id o s  h a b i tu a le s  en e l  RNA l a s  combin a c io n e s  que pueden h a c e rs e  con 
dos de e l l o s  (4 -1 6 )  no son s u f i c i e n t e s  p a ra  d e te rm in a r  s i n  ambigüedad 
uno de lo s  20 am in o âc id o s. E s ta  h ip ô te s i s  de C ric k  e r a  co m p a tib le  con l a  
h e l ic id a d  d e l  tRNA, ya  que p a ra  que e x i s t a  en  ê s t e  com plem entaciôn i n t r a -
m o le c u la r  es n e c e s a r io  que haya por lo  menos una zona en l a  que l a  cadena » 
se  d o b le  so b re  s f  misma y e sa  zona, p o r t a n to ,  p e r m i t i r f a  l a  p o s te r io r  
un ion  a l  " te m p la te "  a l  no e s t a r  ap a re ad as  l a s  b a se s  que l a  c o n s t i tu y e n .  Ejs 
t e  es e l  s o p o r te  t e o r ic o  de l a  e s t r u c tu r a  de " h o rq u il la " q u e  propuso  Zubay 
p a ra  e l  tRNA (2 7 0 ). S in  em bargo, a lgunos d a to s  e s tâ n  en  c o n tra  de d ic h a  e£  
t r u c t u r a .  Por e jem p lo , a l  e s tu d i a r  l a  h ip e rc ro m ic id a d  d e l  tRNA como conse­
c u en c ia  de l a  d e s tru c c iô n  de e n la c e s  de h id rô g en o  po r c a le n ta ra ie n to , s e  olb 
se rv ô  que s ô lo  un 40-60% de l a s  b a ses  e s ta b a n  ap a re ad as  (2 6 8 ), hecho mâs 
en consonancia  con e l  modelo de F resco  y c o l .  (271) que p o s tu la b a  l a  e x i s ­
te n c ia  de v a r ia s  zonas s in  com plem entaciôn.
Cuando H olley  y c o l .  (250-252) e s ta b le c ie r o n  l a  e s t r u c t u r a  p r im a r ia  
d e l p rim er tRNA s e  confirm ô que sô lo  40 b a se s  de l a s  77 que componen e l  
tRNA^^^ podfan  d isp o n e rse . e sp a c ia lm e n te  de form a que e s ta b le c ie s e n  e n la c e s  
de h id rô g en o  e n t r e  e l l a s . E sto  se  podfa  c o n se g u ir  con t r è s  e s t r u c tu r a s  que 
in c lu f a n  re g io n e s  de d ob le  h é l i c e  y re g io n e s  s i n  a p a r e a r .  La que desde e l  
p r in c ip io  p a re c iô  mâs p ro b a b le  comenzô a l la m a rs e  de "ho j a de t r e b o l"  p o r 
cuan to  h ab fa  en a l l a  t r è s  zonas que suponfan  o t r o s  ta n to s  p leg am ien to s  de 
l a  cadena so b re  s f  misma en l a s  que s e  s i tu a b a n  la s  b a se s  no a p a re a d a s . Es 
p o s ib le  d isp o n e r  to d a s  la s  s e c u e n c ia s  conocidas de tRNA en e s t r u c tu r a s  de 
"h o ja  de t r ê b o l " .  En todos lo s  caso s  uno de lo s  la z o s  e s t â  ocupado p o r e l  
a n tic o d o n , e s to  e s ,  e l  t r i p l e t e  de b a se s  d e s tin a d o  a u n i r s e  a l  " te m p la te " .  
En o tro  la z o  se  e n c u e n tra  l a  se c u e n c ia  comôn GT^ C y en e l  te r c e r o  s e  s i tu a n  
lo s  r e s to s  de âc id o  d ih id r o u r id f l i c o  c a r a c t e r f s t i c o s  de l a  zona IX.
Se han r e a l iz a d o  numerosos e s tu d io s  qufm icos qu e , determ inando  l a  a c -  
c e s ib i l i d a d  de d i f e r e n te s  r e a c t iv o s  a l a s  d i s t i n t a s  zonas de l a  m o lécu la  de 
tRNA, son  v â l id o s  p a ra  o b te n e r  mâs d a to s  so b re  su  e s t r u c t u r a  (2 6 6 ). P a r t i -  
cu la rm en te  im p o rta n te  es e l  hecho de que l a  zona V que c o n tie n e  l a  secu en ­
c ia  GTi|;C e s tâ  d o tad a  de una r e a c t iv id a d  muy d â b i l .  E s to s  r e s u l ta d o s  s u g ie -  
re n  una c i e r t a  p r o te c c iô n ,e s p a c ia l  de e s t a  zona p e ro  no son  in c o m p a tib le s  
con l a  e s t r u c t u r a  de " h o ja  de t r é b o l"  y han in d u c id o  a Cramer (272) a  p ro -  
poner l a  e x i s t e n c ia  de una e s t r u c t u r a  t e r c i a r i a  que supone un p leg am ien to  
de l a  "h é j a de t r é b o l"  de m anera que l a s  b a se s  ij>T de l a  zona V p asen  a fojr 
mar e n la c e  de h id rô g en o  con l a  se c u e n c ia  AG que s e  e n c u e n tra  en l a  zona I I  
de todos lo s  tRNA y l a s  b a se s  GG de e s t a  zona lo  hagan con l a  s e c u e n c ia  ÇC 
d e l  t r i p l e t e  3* te rm in a l .  Concuerda p e rfe c ta m e n te  con e s t a  h ip ô te s i s  e l  
tu d io  de Lake y Beeman (273) q u ie n e s , m ed ian te  d i f r a c c iô n  de rayos X en 
c r i s t a i e s  de tRNA, de le v a d u ra , com probaron l a  p r e s e n c ia  de c u a tro  ramas en 
é l ,  t r è s  muy ju n ta s  y l a  c u a r ta  (segôn  e l  modelo de Cramer s e r f a  l a  que con 
t i e n e  e l  a n tic o d o n )  d i r i g i d a  en s e n t id o  o p u e s to .
E ep ec ifio id a d  de la  amtnoaGilaoiôn de tR M ;,  '
Se ha v i s to  en e l  a p a r ta d o  1 ,4 .5 .1 ,  como l a s  am in o âc id o : tRNA l i g a s a s  
poseen  una n o ta b le ,  aunque no, a b s o lu te ,  e s p e c i f ic id a d  en l a  a c t iv a c iô n  de 
am inoâcidos ( re a c c iô n  I ) . Queda p o r e s tu d i a r  l a  e s p e c i f ic id a d  de l a  r e a c ­
c iô n  I I  (a m in o a c ila c iô n  d e l  tRNA). En g e n e ra l  puede d e c i r s e  que e s  aôn mâs 
e s t r e c h a  que p a ra  l a  re a c c iô n  I .  En a lg u n o s caso s  pueden t r a n s f e r i r s e  anâ­
logos d e l  am inoâcido a l  tRNA, como o c u r re  con d e r iv a d o s  f lu o ra d o s  d e l  trip_  
tô fa n o : tRNA l i g a s a  se  unen a l  tRNA^^ e in c lu s o  se  in c o rp o ra n  a  l a s  p ro ­
te fn a s  (274 , 2 7 5 ).
E s to s  " e r r o r e s "  no s e  p roducen  n u n ca , s i n  em bargo, e n t r e  lo s  am inoâc^ 
dos n a t u r a le s .  A sf , aunque, como se  h a  comentado a n te r io rm e n te ,  l a  i s o l e u ­
c in a :  tRNA l i g a s a  puede a c t iv a r  l a  v a l in a ,  no c a t a l i z a  l a  in c o rp o ra c iô n  de 
e s te  u ltim o  am inoâcido a l  tRNA (2 0 8 ). H ablando en té rm in o s  c in ê t ic o s  puede 
d e c i r s e  que s i  l a  p a ra  l a  a c t iv a c iô n  de un am inoâcido aum enta cuando no 
es e l  s u s t r a to  p ro p io  de l a  l i g a s a ,  s e  h ace  aôn mayor p a ra  l a  r e a c c iô n  de 
t r a n s f e r e n c ia  a l  tRNA (1 9 7 ), lo  que c o n s t i tu y e  un mecanismo de p ro te c c iô n  
c o n tra  l a  in c o rp o ra c iô n  de am inoâcidos e x tra n o s  a l a s  p r o te f n a s .  Todavfa 
e x i s t e  un nuevo mecanismo de c o n t ro l  p a ra  a s e g u ra r  l a  e s t e r i f i c a c i ô n  co­
r r e c t e  de lo s  tRNAs. Como d em ostraron  Baldwin y Berg (276) lo s  com plejos 
ligasa-am inoâcido-A M P se  h id r o l iz a n  en p re s e n c ia  d e l  tRNA a c e p to r  n a t u r a l .
E l hecho de que e x i s t a n  t a i e s  mecanismos de se g u r id a d  p a re c e  in d ic a r  
que es  re a lm e n te  im p o r ta n te  p a ra  l a  v id a  de un organism e e l  que l a  s f n t e ­
s i s  de am inoacil-tR N A  s e  r e a l i c e  en l a  form a ad ecuada . Una n o ta b le  ex p e - 
r i e n c i a  de von E h re n s te in  y c o l .  (277) confirm ô  e s t a  s u p o s ic iô n ,  a l  tiem ­
po que c o n s t i tu f a  una p ru eb a  i n d i r e c t s  de l a  h ip ô t e s i s  de C r ic k . Se obtuvo 
cySH-tRNA^^^^ p o r in c u b a c iô n  d e l  am inoâcido con tRNA y enzim as de E. c o l i  
y p o r re d u c c iô n  con Ni-Raney se  c o n y i r t iô  en a la n in a  e l  r e s to  de c i s t e f n a .  
Al in c u b a r  e l  ala-tRN A ^^^^ con ribosom as y enzim as en l a s  co n d ic io n es  a d e -  
cuadas se  pudo a i s l a r  una p ro te fn a  en  l a  que l a  a la n in a  s u s t i t u f a  p a r c i a l ­
m ente a  l a  c i s t e f n a .  E s te  hecho da c u e n ta  de l a  im p o r ta n c ia  que t i e n e  l a  
adecuada e s t e r i f i c a c i ô n  d e l  tRNA y a  que in d ic a  q u e , una v ez  am in o ac ilad o , 
e l  tRNA es e l  u n ic o  re sp o n sa b le  de l a  c o lo c a c iô n  en su  lu g a r  d e l  am inoâci­
do , s i n  que e s t e  in te rv e n g a  ya en l a  d e te rm in a c iô n  de su  p o s ic iô n  en l a  
p r o te f n a .
Es in t e r e s a n te  c o n s id é re r  a lg u n o s a s p e c to s  de l a  e s p e c i f ic id a d  de e s ­
p e c ie  f r e n t e  a l  c o n ju n to  de l a s  r e a c c io n e s  I  y I I .  Se ha  observado en b a s -  
t a n te s  casoscômo un am inoâcido  puede in c o rp o ra r s e  a l  tRNA a is la d o  de un 0£  
ganism o en p r e s e n c ia  de l i g a s a s  p ro c é d a n te s  de o t r a s  e s p e c ie s  (1 9 7 ). E x is ­
t e ,  desde  lu e g o , una c i e r t a  e s p e c i f ic id a d ,  cuyo n iv e l  r e a l  no e s tâ  d e l  t o -
do c l a r o .  S ta e h e l in  y c o l .  (262) han dem ostrado que l a  de l a  s e r in a :  
tRNA l i g a s a  de h fgado  de r a t a  ès  id ê n t ic a  en p re s e n c ia  de tRNA®®  ^ de h fg a ­
do y de le v a d u ra , p e se  a  q u e , como s e  ha v i s to ,  su s  se c u e n c ia s  d i f f ê r e n  
p a rc ia lm e n te .  L a g e rk v is t  y W aldenstrom  (195 )e n c o n tra ro n  que v a r ia s  l i g a s a s  
p u r i f i c a d a s  de E. c o l i  e ra n  capaces de e s t e r i f i c a r  ta n to  e l  tRNA de d ic h a  
b a c t e r i a  como e l  de le v a d u ra s ,  m ie n tra s  que l a s  mismas l i g a s a s  a i s l a d a s  de 
le v a d u ra  e ra n  menos e f ic a c e s  en l a  a m in o a c ila c iô n  d e l tRNA de E. c o l i .
Todos e s to s  e s tu d io s  p la n te a ro n  con mâs fu e rz a  un problem a l a t e n t e  deé 
de e l  p r in c ip io :  e l  d e l  r e conocim ien to  e n t r e  una l i g a s a  y e l  tRNA. La a s o -  
c ia c iô n  enzima-tRNA puede l l e v a r s e  a  e fe c to  m ed ian te  e n la c e s  de h id rô g e n o , 
h id rô fo b o s  o fu e rz a s  de d i s p e r s iô n .  Es n e c e s a r io  que e x i s t a  en l a  s u p e r f lu  
c ie  de l a  enzima una zona capaz de t a l  a s o c ia c iô n ,  q u e , po r s u p u e s to , no 
t i e n e  po r q u i s e r  e l  c e n tro  a c t iv o .  Zamecnik p o s tu la  l a  p a r t i c ip a c iô n  de 
r e s to s  de h i s t i d i n a ,  t r ip tÔ fa n o ,  s e r in a ,  t i r o s i n a  o l i s im a  p o r  p a r te  de l a  
l i g a s a  (2 7 8 ), pe ro  l a  d i f i c u l t a d  e s t â  rea lm en te  en d i lu c id a r  de que m anera 
puede s e r  ta n  e s p e c f f ic a  una in te r a c c iô n  R N A -protefna.
Poco es lo  que puede d e c i r s e  de t a l  in t e r a c c iô n  a n iv e l  de l a  enzim a 
ya  q u e , h a s ta  e l  momento p r é s e n te ,  no se  conoce n inguna se c u e n c ia  com pléta  
de l i g a s a s ,  pe ro  son num erosos lo s  t r a b a jo s  que se  han r e a l iz a d o  p a ra  lo c £  
l i z a r  l a s  se c u e n c ia s  d e l  tRNA que in te r v ie n e n  en e l  reco n o c im ien to  de l a  
enzim a. Aunque es un pun to  muy d i s c u t id o ,  p a re c e  que e l  a n tic o d o n  no e s t â  
im p licad o  en t a i e s  in te r a c c io n e s  (2 6 6 ). Tampoco p a re c e  lô g ic o  que en una 
in te r a c c iô n  ta n  e s p e c f f ic a  p a r t i c ip e n  zonas d e l  tRNA como l a  s e c u e n c ia  co - 
mdn GTiffC que s e  e n c u e n tra n  en  todos e l l o s  en p o s ic iô n  se m e ja n te . A p e s a r  
de lo s  numerosos t r a b a jo s  r e a l iz a d o s  p a ra  l o c a l i z a r  l a  zona de in te r a c c iô n  
con l a  l i g a s a  p o r m o d if ic a c iô n  qufm ica o e n z im â tic a  de l a s  b a s e s ,  aun no 
s e  ha conseguido  p o n e r la  de m a n if ie s to .  P a re c e  c la ro  que l a  m e ti la c iô n  de 
tRNA red u ce  su  cap ac id ad  de a m in o a c ila c iô n  (2 3 9 ), m ie n tra s  que l a  in f lu e n ­
c i a  de l a  d e s m e tila c iô n  no lo  es  t a n to .  U ti l iz a n d o  m u tan tes de E. c o l i  
auxÔ tro fos de m e tio n in a , c u l t iv a d o s  en a u se n c ia  de e s te  am inoâcido pueden 
o b te n e rse  tRNAs cuya p ro p o rc iô n  de b a s e s  m e ti la d a s  es i n f e r i o r  a l a  n o rm al. 
M ien tras  que P e te rk o fsk y  y c o l ,  (279) y S ta r r  (280) no e n c o n tra ro n  d i f e r e n  
c ia s  e n t r e  e s to s  tRNAs poco m e tila d o s  y lo s  no rm ales a l a  h o ra  de fo rm arse  
e l  am inoacil-tR N A , lo s  r e s u l ta d o s  de S h u g art y c o l .  (281) p a re c e n  in d ic a r  
que e l  d e fe c to  de m e ti la c iô n  im pide n o tab lem en te  e l  ensam blam iento d e l  
tRNA so b re  l a  l i g a s a .  O tra  form a de a t a c a r  e l  problem a de la s  in te r a c c iC -  
n es  tRNA-enzima c o n s i s te  en e s tu d i a r  l a  in h ib ic iô n  de l a  r e a c c iô n  a l  so n e - 
t e r  a l  tRNA a una d e g ra d a c iô n  p ro g re s iv a  con f o s f o d ie s te r a s a .  S tu lb e rg  e 
Isham  (282) han  co n c lu id o  de e s t a  m anera que e l  c e n tro  de un iôn  a l a  e n z i­
ma s e  e n c u e n tra  en l a  m itad  de l a  m o lecu la  de tRNA c o rre sp o n d ie n te  a l  e x tr£
mo 5 ' t e r m in a l ,
De to d a s  fo rm as , lo s  d a to s  a c tu a le s  son aôn e sc a so s  y p a ra  d i l u c id a r  
e s t a  c u e s t io n  y -p ro b a b le m e n te -  s e r â  n e c e s a r io  p a ra  e l l o  conôcer mâs a fojn 
do l a  n a tu r a le z a  de la s  in te r a c c io n e s  e s p e c f f ic a s  e n t r e  â c id o s  n u c le ic o s  y 
p r o te f n a s .
1 .4 .6 .  RNA m e n sa je ro .
La h ip o te s i s  de C rick  (2 6 9 ), a n te s  d i s c u t id a ,  e x ig f a ,  ademâs de l a  
e x i s t e n c ia  de un tRNA, l a  de un  RNA m ono ca ten a rio  que a c tu a s e  a modo de 
m olde. Conocida ya en e sa s  fe c h a s  l a  p a r t i c ip a c iô n  de lo s  ribosom as en l a  
b io s f n t e s i s  de p r o te f n a s ,  a s f  como su  com posic iôn , e l  rRNA fu e  e l  p rim er 
c a n d id a te  p a ra  e l  p a p e l  de " te m p la te " .  Dos h e c h o s , s i n  em bargo, h ic ie r o n  
r e c o n s id e ra r  t a l  a s ig n a c iô n .  De una p a r t e ,  l a  g ran  sem ejanza de com posiciôn  
y tamano m o le c u la r  de rRNAs a i s la d o s  de o rgan ism es muy v a r ia d o s  no p a re -  
c fa  e s t a r  de acuerdo  con l a  d iv e rs id a d  de sus p r o te f n a s .  De o t r a ,  l a  e s t a ­
b i l id a d  y e sc a s a  renovaC iôn  m e ta b ô lic a  d e l  rRNA p a re c fa  h a c e r lo  incompa­
t i b l e  con una fu n c iô n  de " te m p la te " ,  h a b id a  c u e n ta  de l a  ra p id e z  con que 
l a  s f n t e s i s  de p ro te fn a s  com ienza o s e  d e t ie n e  en determ in ad o s casos de in  
ducciôn  de en z im as, in fe c c iô n  v f r i c a ,  e t c .
En e s te  s e n t id o ,  Jacob  y Monod (283) p o s tu la ro n  l a  e x i s t e n c ia  de un 
RNA "m en sa je ro "  (mRNA). E s te  mRNA s e r f a  muy a c t iv o  m e tab ô licam en te  y s e r -  
v i r f a  p a ra  a d a p ta r  so b re  ê l  lo s  d i f e r e n te s  am inoacil-tR N A  en e l  o rden  ade­
cuado . Segôn e s t a  h ip ô t e s i s  e l  ribosom a a c tu a r f a  como un s o p o r te  -  mâs o 
menos p a s iv o  -  en l a  fo rm aciôn  d e l  e n la c e  p e p t fd ic o .  E l mRNA s e  p o d rfa  s in  
t e t i z a r  so b re  e l  DNA n u c le a r ,  con lo  que l a  c o n s ta n c ia  g e n e t ic a  de la s  p r£  
te fn a s  q u e d a rfa  a seg u rad a  segôn e l  s ig u ie n te  esquema:
DNA rfaiA ( tra d u c c i5 n ) ,^ p ro te fn a s
C asi s im u ltân eam en te  a l a  em isiô n  de l a  h ip ô t e s i s  de Jacob  y Monod se  
pudo d em o strà r  l a  p re s e n c ia  en b a c t e r i a s  de una f r a c c iô n  de RNA, cuya s f n ­
t e s i s  se  r e a l i z a b a  râp id am en te  (284, 285) y poco después s e  l le g ô  a una 
c o n c lu s iô n  s im i la r  en o rgan ism es p l u r i c e l u l a r e s  (2 8 6 -2 8 8 ). P a ra  c a r a c t e r i -  
z a r  e s t e  RNA de s f n t e s i s  r â p id a  s e  u t i l i z ô  d esd e  e l  p r f n c ip io  l a  in c u b a­
c iô n  con p re c u r s o re s  de RNA iso tô p ic a m e n te  m arcados d u ra n te  tiem pos muy 
b re v e s  ( i n f e r i o r e s  a l  m in u te ) , s e g u id a  d e l  a is la m ie n to  d e l  RNA t o t a l .  D es- 
puôs de una adecuada s e p a ra c iô n ,  l a  f r a c c iô n  de e s t e  que a p a re c fa  marcada 
e ra  in d udab lem en te  l a  de s f n t e s i s  mâs r â p id a .  Numerosos a u to re s  e s tu d ia ro n  
e s ta s  f r a c c io n e s ,  lle g a n d o  a  l a  c o n c lu s iô n  de que s e  t r a t a b a  de utva f r a c ­
c iô n  f is ic a m e n te  h e te ro g é n e a , como s e  d e sp re n d fa  de su  com portam iento  en
l a  c e n t r i f u g a c iô n  de zona o en l a  s e p a ra c iô n  c ro m a to g râ f ic a  (128, 284, 2 8 5 ). 
Su c o e f i c ie n te  de sed im en tac iô n  en E. c o l i  norm al e s t â  com prendido e n t r e  6 
y 30 S (2 8 9 ). E s ta  h e te ro g e n e id a d  e s  l a  que cabe e s p e ra r  de un mRNA conoci 
da l a  de l a s  p r o te in a s  a que han de d a r  lu g a r .
Por o t r a  p a r t e ,  B renner y c o l .  (290) d em ostraron  q u e , como consecuen­
c ia  de l a  in f e c c iô n  de E. c o l i  con e l  fago  T-2 ap a re c e  un ido  a lo s  r ib o s o ­
mas p r é e x i s t a n te s  un nuevo RNA, que se  s i n t e t i z a  en un tiem po muy b re v e  y 
cuya e x i s t e n c ia  de b a se s  es com plem entaria  a l a  d e l  DNA d e l  fa g o . Aunque 
la  v a l id e z  de a lg u n a  de e s ta s  e x p e r ie n c ia s  fu e  p o s te r io rm e n te  p u e s ta  en d£  
da (2 9 1 ), l a  h ip ô t e s i s  de Jacob  y Monod quedaba in ic ia lm e n te  apoyada.
Menciôn a p a r té  p o r su  t r a s c e n d e n c ia  m erece e l  t r a b a jo  de N iren b erg  y 
M a tth ae i que en 1961 dem ostraron  que e l  p ro d u c to  de l a  in c u b a c iô n  de r ib o ­
somas con un h o m o p o lin u c leo tid o  s i n t e t i c o ,  e l  âc id o  p o l i u r i d i l i c o  (p o liU ) , 
e ra  un h o m o p o lip âp tid o , l a  p o l i f e n i l a l a n i n a  (2 9 2 ), hecho qu e , s i  b ie n  no 
a p o rta b a  d a to s  a fa v o r  de l a  e x i s t e n c ia  de mRNA n a t u r a l ,  s i  confirm aba pljB 
nam ente l a s  p re d ic c io n e s  de C rick  y a b r ia  e l  camino a l  e s c la re c im ie n to  d e l  
côdigo  g e n e t ic o .
Las in v e s t ig a c io n e s  de lo s  anos s ig u ie n te s  se  c e n t r a ro n ,  p u e s , en l a  
c a r a c te r i z a c iô n  d e l  mRNA, en e l  mecanismo de su  s i n t e s i s  so b re  e l  DNA, en 
su  a s o c ia c iô n  a l  ribosom a y a l  tRNA y  en su  d e g ra d a c iô n .
1,4,6,1,  . Caraoterizaoiân de t  mRM,
La h ip ô te s i s  d e l  RNA m en sa je ro  r e s u l t ô  f â c i l  de com probar en c i e r to s  
casos p a r t i c u l a r e s . A s i ,  e l  RNA a i s la d o  de fag o s que c o n tie n e n  e s t e  t ip o  
de â c id o s  n u c le ic o s  d i r i g e  l a  s i n t e s i s  de l a s  p ro te fn a s  de su  c â p s id a  cuan 
do se  incu b a  con un s is te m a  a c e lu la r  a i s la d o  de E. c o l i  (293 , 294) o Eugljs 
na g r a c i l i s  (2 9 5 ). P ero  l a  e x i s t e n c ia  de mRNA en c é lu la s  no in f e c ta d a s  r é ­
s u l t a  d i f f c i l  de com probar. En p r im e r  lu g a r  r e p r é s e n ta  una f r a c c iô n  muy r £  
ducida  d e l  RNA c e l u l a r  t o t a l  (290) y ,  adem âs, su  in e s t a b i l i d a d  h ace  tan  d ^  
f f c i l  su  a is la m ie n to  (127) que, h a s ta  l a  f e c h a , no ha s id o  p o s ib le  l a  ob­
te n c iô n  de un mRNA p u ro .
E s ta s  d i f i c u l t a d e s  hacen  que su  c a r a c te r i z a c iô n  s ô lo  se a  p o s ib le  pOr 
tê c n ic a s  i n d i r e c t a s .  Un mRNA ha de p o se e r  una s e c u e n c ia  de b ases  complemen 
t a r i a  a l a  d e l  DNA so b re  e l  que s e  haya s in te t i z a d o  - c a r a c t e r f s t i c a  por 
o t r a  p a r t e  comôn a to d o s lo s  t ip o s  de RNA- p e ro  l a  a u se n c ia  de a s o c ia c io -  
nes in t r a m o le c u la re s  p e rm ite  e l  uso  de l a  h ib r id a c iô n  RNA-DNA (296) como 
un c r i t e r i o  p a ra  l a  c a r a c te r i z a c iô n  d e l  mRNA. La p o s ib i l id a d  de s e p a ra r  lo s  
h fb r id o s  so b re  membranas de n i t r a t o  de c e lu lo s a  (297) o en columnas de 
ag a r  (298 ha su p u e s to , p o r o t r a  p a r t e ,  una nueva p o s ib i l id a d  en e l  a i s l a -
m ien to  de mRNAs (2 9 9 ).
La d e s c r ip c iô n  de un s is te m a  capaz de s i n t e t i z a r  p o l ip é p t id o s  d i r i g i -  
dos p o r RNA exôgeno (292) a b r iô  tam bién  una nueva v ia  a l a  c a r a c te r i z a c iô n  
de mRNA, H aciendo uso de e l l a ,  T i s s i è r e s  y_Hopkins d em o stra ro n  que l a  
f r a c c iô n  de RNA de E, c o l i  capaz de e s t im u la r  l a  in c o rp o ra c iô n  de am inoa- 
c id o s  a p r o te fn a s  " in  v i t r o "  c o in c id f a  con l a  de s f n t e s i s  mâs r â p id a  a l  s £  
m e te r la  a c e n t r i f u g a c iô n  en  g r a d ie n te  (3 0 0 ). En s is te m a s  p ro c é d a n te s  de m£ 
m ffe ro s  l a  c a r a c te r i z a c iô n  de mRNA mâs c l a r a  q u iz â  se a  l a  r e a l iz a d a  so b re  
e l  RNA a i s l a d o  de r e t i c u l o c i t o s  p o r su  cap ac id ad  de d i r i g i r  " in  v i t r o "  l a  
s f n t e s i s  de hem oglobina (3 0 1 -3 0 3 ).
Hoy d f a ,  l a  e x i s t e n c ia  d e l  mRNA e s t â  fu e r a  de to d a  duda, p e ro , no ob£ 
t a n t e ,  su  c a r a c te r i z a c iô n  no d e ja  de s e r  un p rob lem a. La f a l t a  de un c r i ­
t e r i o  c la r o  p a ra  e s t a b l e c e r  s in  lu g a r  a dudag una fu n c iô n  de m e n sa je ro  en 
e l  RNA y l a  d i f i c u l t a d  de su  a is la m ie n to ,  son lo s  p r in c ip a le s  re s p o n sa b le s  
de e s t a  l im i ta c iô n .
1.4,6,2,  B io s in te s is  del mRNA.
La s f n t e s i s  e n z im â tic a  d e l  RNA s o b re  e l  DNA ( t r a n s c r ip c iô n )  e s  e l  p r £  
ceso  p o r e l  que queda a se g u ra d a  l a  c o n s ta n c ia  h e r e d i t a r i a  de lo s  o rg a n is ­
m es. En su s  a sp e c to s  m e c a n fs t ic o s , l a  s f n t e s i s  de mRNA no d i f i e r e  de l a  
d e l  r e s to  de lo s  RNAs. E l p ro ceso  e s t â  c a ta l iz a d o  p o r l a  RNA p o lim e ra s a , 
enzim a que ha  s id o  o b je to  de ab undan tes e s tu d io s  en lo s  ô lt im o s  a n o s , y 
t r a n s c u r r e  a  p a r t i r  d e l  extrem o 5* te rm in a l  (3 0 4 ). Aunque l a  i n v e s t ig a c iô n  
de l a  b i o s f n t e s i s  de p o l i r r ib o n u c le o t id o s  comenzô en 1955 con lo s  e s tu d io s  
de Grunberg-M anago y Ochoa (3 0 5 ), son  to d a v fa  num erosos lo s  t r a b a jo s  y r e -  
v is io n e s  p u b lic a d o s  so b re  e l  tema (v é a se , p o r e jem p lo , l a  r e f e r e n d a  3 0 6 ).
P a ra  e l  p r é s e n te  e s tu d io ,  s i n  em bargo, s ô lo  es de p le n o  i n t e r és l a  con 
s id e r a c iô n  de lo s  a s p e c to s  p a r t i c u l a r e s  de l a  b io s f n t e s i s  d e l  mRNA y como 
q u ie ra  que t a i e s  a s p e c to s  e s tâ n  fn tim am ente  r e la c io n a d o s  con e l  c o n t ro l  de 
l a  b i o s f n t e s i s  de p r o te f n a s ,  s e râ n  t r a t a d o s  mâs a d e la n te .
1 .4 ,6 .S, Uniôn del mRNA a l ribosoma.
En 1962 W arner, R ich y H a ll  (154) o b tu v ie ro n  -como s e  apun tô  a n te r io jr  
m en te - l a  p rim era  m ic ro fo to g ra f f a  de p o liso m a s . Un ano después in v e s t igadjo 
r e s  d e l  mismo grupo c o n s ig u ie ro n , m ed ian te  un p e rfe c c io n a m ie n to  de su  t ê c ­
n ic a ,  d e s c u b r i r  l a  p r e s e n c ia  de un m a te r ia l  f i la m e n to sp  que s e r v f a  de nexo 
de u n iô n  e n t r e  lo s  d i s t i n t o s  monômeros d e l  po lisom a (307) e in t e r p r e ta r o n  
t a l  im agen como c o rre s p o n d ie n te  a l  mRNA.
Los p rim ero s  e s tu d io s  de a s o c ia c iô n  mRNA-ribosoma s e  r e a l i z a r o n  con 
polinucleotidos s in té t ic o s ;  asf se comprobô que los ribosomas de E. c o l i
•(308) y de r e t i c u l o c i t o s  (309) form an com plejos " in  v i t r o "  con p o liU , '
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poliUC y po liüG  en p r e s e n c ia  de Mg y s in  que s e a  n e c e s a r ie  l a  de donado- 
r e s  de e n e rg ia .  V a rie s  ribosom as pueden u n ir s e  a  una cadena de p o liU , p ro -  
duciendo  com plejos semeja n te s  a l e s  p o lisom as (3 0 7 -3 1 0 ). La u n ion  se  re a M  
za a t r a v ê s  de l a  subun idad  rib o so m a l 30 S (311) y r e q u ie r e  l a  a u s e n c ia  de 
h e l ic id a d  in t r a m o le c u la r  en e l  p o l i r r ib o n u c le o t id o  (311, 3 1 2 ). E s ta  p a r e -  
ce s e r  l a  u n ic a  c o n d ic ië n  n e c e s a r ia  p a ra  l a  fo rm acion  de com plejos " in  v i ­
t r o "  que , po r lo  dem âs, c a re c e  de e s p e c i f i c i d a d ; a l  menos son la s  c o n c lu -  
s io n e s  o b te n id a s  a l  u t i l i z a r  RNA p ro c é d a n te  de v i r u s  (3 0 6 ).
La u n i6 n  d e l  mRNA a ribôsom as " in  v iv o "  e s ,  p o r  e l  c o n t r a r io ,  e s p e c î -  
f i c a .  M a n g ia ro tti  y S c h le s s in g e r  (313) han en co n trad o  que en  un c u l t i v e  de 
E. c o l i  l a  a c t iv id a d  e ô p e c îf ic a  d e l  mRNA en l e s  p o liso m as aum enta de form a
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l i n e a l  inm ed ia tam en te  despuês de a n a d ir  a l  medio u r id i n a -  H. Los rib o so m a s , 
p u e s , se  van  un iendo  a l  mRNA a m edida que ê s te  s e  s i n t e t i z a ,  lo  que p a re c e  
in d ic a r  que d ic h a  u n io n  se  p roduce p o r e l  ex trem e 5 * te rm in a l  d e l  mRNA o 
sus p ro x im id a d e s .
Aunque, en l a  a c tu a l id a d ,  e s t â  to ta lm e n te  a c la r a d a  l a  p a r t i c ip a c i ë n  
d e l mRNA en l a  e s t r u c t ü r a  p o lis6 m ic a , (3 1 4 ) , no to d o  e l  mRNA c e l u l a r  se  en 
c u e n tra  en t a l  e s ta d o .  E x is te n ,  no o b s ta n te ,  d i f e r e n c ia s  fu n c io n a le s  e n t r e  
e l  a so c ia d o  a l e s  ribosom as y e l  que pueda e x i s t i r  l i b r e  en e l  c i to p la s m a . 
M ien tra s  que en b a c t e r i a s  e l  mRNA m is a c t iv e  sed im en ta  con in d e p en d en c ia  
de l e s  ribosom as (3 1 5 ), en c l l u l a s  de m am îferos lo  hace  j u n t e  con e l l e s  
(3 0 2 ). Es p o s ib le  que l a  d i f e r e n te  m o rfo lo g fa  de l e s  s is te m a s  cap aces  de 
s i n t e t i z a r  e l  RNA en o rgan ism es p r o c a r i l t i c o s  y e u c a r i l t i c o s  s e a  re sp o n sa ­
b le  de e s t e  d i s t i n t o  com portam ien to .
1.4,6,4.  Degraâaoiân del
I
La v id a  m edia d e l  mRNA de b a c t e r i a s  d i f i e r e  de l a  e n c o n tra d a  en  o rg a ­
nism es s u p e r io r e s .  P a ra  e l  de E. c o l i  se  puede c a l c u le r  un v a lo r  de 7-8  m^
(*) En e l  p r é s e n te  a p a r ta d o  s e  em plea e l  tê rm ino  " p é r io d e  de sem idescom po- 
s ic io n "  p a ra  in d i c a r  e l  tiem po n e c e s a r ie  p a ra  r e d u c i r  a su  m itad  e l  numéro 
de m o lécu le s  de un mRNA dado y s e  h a b la  de " v id a  m ed ia" , t ,  como e l  prom e- 
d io  de la s  v id a s  de c ad a .u n a  de la s  m o lecu le s  de mRNA.
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t .d n  , donde n^ e s  e l  nim ero de m o lécu le s
ï'o
de mRNA p ré s e n te s  a tiem po 0 . R eso lv ien d o  l a  i n t e g r a l  puede v e r s e  f ic i lm e n  
t e  que l a  v id a  m edia é q u iv a le  a 1 ,4 4  v e c e a  e l  p e r io d o  de sen id esco m p o si-  
c i5 n , suponlcndo  una c l n l t i c a  de p r im e r  o rden  p a ra  l a  d eg rad a c ién  e n z i m l t l  
ca  d e l mRNA.
n u to s  y es ta n  so lo  de 3 en e l  de B, s u b t i l i s  (3 0 6 ) . En m am iferos la reno- 
v a c io n  d e l  mRNA es mas l e n t a .  N o ll y ç o l (157) c a lc u la rp n  p a ra  el de higa- 
do de r a t a  un p e rio d o  de sem idescom posic iôn  de 90 m in u to s , al que c o r r e s ­
ponde una v id a  media de 130 m in u to s , m ie n tra s  que T r a k a t e l l i s  y c o l .  (315) 
calculan una v id a  m edia de 40 m inu tos como maxime en adenocarcinoma de ra­
ton. ■
Los d a to s  a e s t e  r e s p e c to  so n , s i n  em bargo, c o n fu so s , ya que S c h e r re r  
y c o l .  (288) c i f r a n  en 3-4  h o ra s  l a  v id a  m edia d e l  mRNA de an im ales y ,  en 
algunos caso s  p a r t i c u l a r e s  p a re c e  te n e r  aun una v id a  m edia s u p e r io r .  Por 
e jem p lo , lo s  r e t i c u l o c i t o s  son capaces de s e g u ir  s in te t iz a n d o  hem oglobina 
afin después de v a r ia s  h o ra s  de p e rd e r  e l  n u c le o , es d e c i r ,  l a  p o s ib i l id a d  
de b i o s i n t e t i z a r  mas mRNA (175 , 3 1 6 ). E s te  hecho se  c o n s id é ré  p r iv a t iv e  de 
la s  c é lu la s  e s p e c ia l i z a d a s  en l a  p ro d u cc iô n  de una e s p e c ie  p r o te i c a  p a r t i ­
c u la r  (3 1 7 ), p e ro  R evel y H ia t t  (318) dem o stra ro n  l a  p r e s e n c ia  de mRNA en 
c é lu la s  h e p i t i c a s  h a s ta  18 h o ra s  después de l a  a d m in is tra c io n  de a c t in o m i-  
c in a  D, un in h ib id o r  de l a  b i o s î n t e s i s  de RNA y Lazda y S ta r r  (319) l l e g a -  
ron  a id é n t ic a s  c o n c lu s io n e s  e s tu d ia n d o  l a  s i n t e s i s  de a n t ic u e rp o s  después 
d e l  t r a ta m ie n to  con l a  misma d ro g a . Una p o s ib le  e x p l ic a c io n  de e s t a  ap a re n  
t e  ambiguedad puede s e r  que l a  e s t a b i l i d a d  d e l  mRNA dependa d e l  t i p o  de 
p r o te în a  que s i n t e t i z a :  lo s  que l l e v a n  in fo rm a c ié n  g e n é t ic a  p a ra  p r o te în a s  
e s t r u c t u r a l e s  te n d r fa n  una v id a  m is l a r g a  que lo s  enca rg ad o s de l a  s în té ^  
s i s  de enzim as in d u c ib le s  (3 2 0 ).
Por o t r a  p a r t e  e x i s t e n  d i f e r e n c ia s  e n t r e  lo s  mRNAs de d i s t i n t o s  t e j i -  
dos e in c lu s o  p a re c e  h a b e r la s  e n t r e  lo s  que d i r i g e a  l a  s i n t e s i s  de p r o t e i -  
nas a c id a s  o b a s ic a s .  A sI , Cozzone y M archis-M ouren (321) e n c o n tra ro n  que
lo s  mRNA de h igado  de r a t a  son mas a s ta b l e s  que lo s  de p é n c re a s  y ,  adem as,
lo s  que s i n t e t i z a n  p r o te în a s  b é s ic a s  t l e n e n  una v id a  m edia mas la r g a  que lo s  
que d i r i g e a  l a  s i n t e s i s  de p r o te în a s  é c id a s  en ambos t e j i d o s .
No hay d i f e r e n c ia s  de e s t a b i l i d a d ,  s i n  em bargo, e n t r e  e l  mRNA c i t o -
p lésm ico  y e l  a so c ia d o  a  lo s  p o liso m as (3 1 8 ).
De lo s  d a to s  ex p u e s t^ s  a n te r io rm e n te  (304 , 313) p a re c e  d e d u c irs e  que
l a  d e g ra d a c io n  d e l  mRNA ha de l l e v a r s e  a  cabo en l a  d i r e c c io n  5*------- » 3 * .
E sto  p la n te a  una d i f i c u l t a d ,  pues no s e  ha en co n trad o  en  b a c t e r i a s  n inguna 
e x o n u c leasa  capaz de d e g ra d a r  a l  RNA a p a r t i r  d e l  extrem o 5^ te rm in a l mien 
t r a s  que s i  e x i s t e n  ex o n u c le a sa s  e s p e c i f ic a s  d e l  extrem o 3* te rm in a l .  La 
u n ié n  a lo s  ribosom as p ro te g e ,  s in  em bargo, a l  mRNA de l a  a c c ié n  de e s ta s  
é l t im a s ,  a l  menos " in  v i t r o "  (3 2 2 ). P o r o t r a  p a r t e ,  p a re c e  que lo s  p ro d u c- 
to s  de d e g ra d a c ié n  " in  v iv o "  de mRNA son  n u c le o s id o s  5 ’ d i f o s f a t o ,  lo  que
s u g ie re  l a  p a r t i c ip a c iô n  de una p o l in u c le o t id o  f o s f o r i l a s a  en l a  destruc** 
c io n  d e l  mRNA (3 2 3 ).
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1 .4 .7 .  Form acion d e l  e n la c e  p e p t id ic o .
La u lt im a  f a s e  de l a  b i o s i n t e s i s  d e .p ro tfe în a s  c o n s is te  en l a  form a­
c io n  d e l  e n la c e  p e p t id ic o  e n t r e  lo s  d i f e r e n te s  am inoacidos q u e , a t r a v ê s  de 
su s  c o r re s p o n d ie n te s  tRNA han s id o  o rdenados segun  l a  s e c u e n c ia  d e l  mRNA.
La r e a c t io n  t r a n s c u r r e  so b re  e l  ribosom a p e ro  son  v a r io s  lo s  a s p e c to s  que 
hay que c o n s id é re r  en su  m ecanism o; En p r im e r  lu g a r  s e r a  n e c e s a r io  e s tu d i a r  
de que m anera s e  une e l  am inoacil-tR N A  a l  com plejo  ribosoma-mRNA p a ra  d ec^  
d i r  después e l  mecanismo de p o lim e r iz a c iô n  de am in o lc id o s  y su s p e c u l i a r i -  
dades en cuan to  a l a  i n i t i a t i o n  y te rm in a t io n  de l a  cadena p o l i p e p t i d i c a .  
S e r l  tam biên n e c e s a r io  e s tu d i a r  e l  mecanismo in tim o  p o r e l  que l a  s e c u e n c ia  
d e l  mRNA e s p e c i f ic a  l a  e s t r u c t u r a  p r im a r ia  de l a s  p r o te în a s  y e l  p a p e l  exan 
to  d e l ribosom a en to d o s e s to s  p ro c e s o s .
La p u e s ta  a p un to  de s is te m a s  a c e lu la r e s  capaces de b i o s i n t e t i z a r  p r a ' 
t e în a s  a p a r t i r  de am inoacil-tR N A  (229 , 239) ha c o n s t i tu id o  un arma v a l i o -  
sa  p a ra  e s tu d i a r  e s t a  f^ s e  f i n a l  de l a  in c o rp o ra c iO n  de am inoacidos a p ro -  
t e i n a s .  De e s ta  m anera ha podido  p o n e rse  de m a n if ie s to  que es en e s t a  e t a -  
pa donde es n e c e s a r ia  l a  p re s e n c ia  de GTP, p o r  lo  que pueden re su m irse  lo s  
d a to s  com entados h a s ta  e l  momento en e l  esquema de l a  f ig u r a  2 .
1,4. 7,1. Traneferencïa âe loe aminoao'Ll'-tRNA a l complejo ribosoma-mRNA.
Las p rim eras  e x p e r ie n c ia s  de N iren b erg  (2 9 2 ), ademas de c o n s t i t u i r  un
apoyo i n d i r e c t e  de l a  h ip O te s is  d e l  " te m p la te "  como se  h a  comentado en e l
a p a rta d o  1 .4 .6 ,  tu v ie ro n  g ran  im p o rta n c ia  p o r cuan to  c o n s t i tu î a n  e l  s i s t e -
ma a c e lu la r  mês s im p le  capaz de r e a l i z a r  l a  s i n t e s i s  de e n la c e s  p e p t id ic o s .
T eniendo en c u e n ta ,  adem ês, que lo s  com plejos r ib o s o m a -p o lin u c le o tid o s  s i ^
t ê t i c o s  son  sem ejan te s  a lo s  p o liso m a s , como se  ha com entado (3 0 7 -3 1 0 ), e l
s is te m a  a c e lu la r  de N iren b erg  y M a tth a e i es - a l  menos p o te n c ia lm e n te -  una
tê c n ic a  a p ta  p a ra  e s tu d ia r  l a  u n iê n  d e l  am inoacil-tR N A  a l  p o liso m a .
Ya en 1963 pudo v e r s e  de e s t a  m anera que l a  u n ion  " in  v i t r o "  d e l  p h e-
tRNA^^^ a lo s  ribosom as de E, c o l i  r e q u e r ia  l a  p re s e n c ia  de po liU  (3 2 4 ).
E s ta  u n ion  no es e n z im ê tic a , p e ro  s o lo  se  p roduce s i  l a  c o n c e n tra t io n  de 
2+Mg en e l  medio es e le v a d a  y e s t é  p r é s e n te ,  adem as, un c a t io n  m onova len te , 
+
p re fe re n te m e n te  NH^. S i se  anaden enzim as y GTP a e s t e  s is te m a , com ienzan 
a fo rm arse  e n la c e s  p e p t id ic o s  e n t r e  l a s  d i s t i n t a s  m o lêcu la s  de f e n i l a l a n i -  
na (3 2 5 ). A sem ejan te s  r e s u l ta d o s  s e  l l e g ê  con ribosom as de r e t i c u l o c i t o s  
y de h igado  (3 2 6 ). Por o t r a  p a r t e ,  s e  ha ç o n s ta ta d o  mas re c ie n te m e n te  que
e l  a c e t i l f e n i la la n i l - tR N A ^ ^ ^  (ac-phe-tRNA ) puede tam biên  f i j a r s e  a l  complje
^  2+  j o  rib o so m a-p o liU  s in  n in g ên  re q u e r im ie n to  en z im a tico  en p re s e n c ia  de Mg
lOmM (3 2 7 ).
Las co n d ic io n e s  en que s e  p roduce e s t a  u n io n  no e n z im ê tic a  no so n ,
2+s in  em bargo, f i s i o l o g i c a s . Cuando l a  c o n c e n tra t io n  de Mg se  aproxim a a 
l a  norm al en l a  c ê lu la  de f i j a c i ô n  de ac-phe-tR N A , p o r e jem p lo , r e q u ie re  
GTP y una f r a c t i o n  e n z im a tic a  (3 2 8 ) , y s i  en lu g a r  de em plear com plejos r i  
bosom as-poliU  s e  u t i l i z a n  p o lisom as n a tu r a le s  es s iem pre  n e c e s a r io  e l  GTP 
y f a c to r e s  e n z im â tic o s  p a ra  que s e  l l e v e  a cabo l a  u n ion  d e l  a m in o a c il-  
tRNA (3 2 9 ). En r e a l id a d ,  ya en 1961 s e  h a b ia  apun tado  l a  n ece s id ad  de f a c ­
to r e s  e n z im ê tic o s  en e s t a  f a s e  de l a  b i o s i n t e s i s  de p r o te în a s  (330) p e ro  
l a  f a l t a  de tê c n ic a s  adecuadas im p id iô  p o r en to n ces  l a  lo c a l i z a t i o n  e x a c ta  
d e l  re q u e r im ie n to  e n z im é tic o . P o s te r io rm e n te  s e  pudo d e t e c ta r  una d i f e r e n -  
c i a  e n t r e  l a  f i j a c i ê n  no e n z im é tic a  y l a  e n z im ê tic a  d e l  phe-tRNA a l  comply 
j o  r ib o s o ro a s -p o liü . En e l  p rim er c a s o , s ê lo  puede u n ir s e  s  cada ribosom a
\m a m o lêcu la  de phe-tRNA, m ie n tra s  que en p re s e n c ia  de en z im as, GTP y una ' 
c o n c e n tra t io n  s a l i n a  f i s i o l ô g i c a  puede f i j a r s e  un segundo phe-tRNA (3 2 6 ).
La m is iô n  de la s  enzim as en l a  f i j a c i o n  de lo s  am inoacil-tR N A  a l  po­
liso m a no puede, s i n  em bargo, s e p a ra r s e  to ta lm e n te  de su  p a p e l en l a  i n i ­
t i a t i o n  de l a  cadena p o l ip e p t id ic a  y en e l  c re c im ie n to  de l a  misma, p o r lo  
que su  e s tu d io  se  h a râ  co n ju n tam en te .
1.4,7.  2, Factores enzimâticos requeridos para la polim erizaciôn de aminoâ- 
cidos. ’
En 1964 A llen d e  y c o l .  (331) a i s l a r o n  a p a r t i r  de l a  f r a c c iô r i  s o lu b le  
de E. c o l i  dos f a c t o r e s ,  sep*arables p o r c ro m a to g ra f ia  en D E A E -celu losa, nje 
c e s a r io s  p a ra  l a  p o lim e r iz a c iô n  de f e n i l a l a n in a  en p r e s e n c ia  de p o liU . Uno
de e l l o s ,  f a c t o r  G, eadiibe, en p r e s e n c ia  de rib o so m a s, a c t iv id a d  de GTPasa
1
(3 3 1 ,3 3 2 ). P o s te r io rm e n te .  N ish izu k a  y Lipmann p e r fe c c io n a ro n  l a  s e p a ra -  
c i6 n  de ambos f a c to r e s  (333) e in v e s t ig a d o re s  d e l  mismo grupo c o n s ig u ie ro n  
s e p a ra r  e l  segundo f a c to r  en dos f r a c c io n e s ,  una a s t a b l e ,  T^, y o t r a  in e s -  
t a b l e ,  T^ (3 3 4 ). T a n to .e l  f a c to r  G como lo s  T s e  han consegu ido  c r i s t a l i -  
z a r  re c ie n te m e n te  (335^337).
P a ra  l a  f i j a c i ô n  de Phe-tRNA so b re  e l  com plejo r ib o so m a-p o liU  cargado  
no enz im aticam en te  con ac-Phe-tRNA se  r e q u ie r e  l a  p r e s e n c ia  s im u ltâ n e a  de 
GTP y e l  f a c t o r  T, a s î  como l a  in te g r id a d  d e l  ribosom a (338) p e ro  e l  f a c ­
to r  T, a n te s  de e n t r a r  en c o n ta c te  con e l  ribosom a da lu g a r  a un com plejo 
p re v io  T-GTP-aminoacil-tRNA i[3 3 9 ) . En l a  fo rm a tio n  de e s t e  com plejo  se  to n  
sume un mol de GTP p o r mol de tRNA (340) s ie n d o  in d is p e n s a b le  l a  am inoaci- 
la c iô n  de e s t e  u ltim o  p a ra  que l a  r e a c t io n  t r a n s c u r r a  (3 3 9 ).
1.4.7,2,  Naturaleza de las interacciones tRNA-ribosoma.
La in te g r id a d  d e l  ribosom a es n e c e s a r ia  p a ra  l a  f i j a c i ô n  fu n c io n a l d e l 
am inoacil-tR N A  pero  no p a ra  una s im p le  f i j a c i ô n  in e s p e c î f i c a .  Ya en 1963 
se  pudo com probar l a  e x i s t e n c ia  de una a s o c ia c iô n  " in  v i t r o "  d e l  a m in o a c il-  
tRNA con l a  subunidad  50 S de ribosom as b a c te r ia n o s  aun en a u se n c ia  de 
mRNA (3 4 1 ). En l a  a c tu a l id a d ,  y a p e s a r  de c i e r to s  r e s u l ta d o s  aparen tem en- 
t e  c o n t r a d ic to r ie s  (342, 343) se  adm ite  que en e l  com plejo  fu n c io n a l  r ib o -  
soma-mRNA-aminoacil-tRNA e s te  ô lt im o  s e  f i j a  s e le c tiv a m e n te  so b re  l a  subuni^ 
dad rib o so m a l m ayor, aunque, n a tu ra lm e n te , su  a n tic o d o n  e s t e r a  en c o n ta c te  
con e l  mRNA y , p o r t a n to ,  en l a s  p ro x im id ad es  de l a  subun idad  m enor. Si 
b ie n  la s  p rim era s  e x p e r ie n c ia s  de Cannon y c o l .  p a re c îa n  s u g e r i r  l a  p a r t i ­
c ip a c iô n  de l a  s e c u e n c ia  term inalC C A  de lo s  tRNAs en t a l  f i j a c i ô n  (3 4 1 ), 
lo s  r e s u l ta d o s  de Takanami y M iura (344) in d ic a n  que l a  in t e r a c c iô n  t i e n e
lu g a r  en o t r a  zona d e l  tRNA. Ya que t a l  in t e r a c c iô n  es  comun a todos lo s  
tRNA s e  h a  p o s tu la d o  que t i e n e  lu g a r  a t r a v e s  de l a  s e c u e n c ia  comun G T ij; C. 
En fa v o r  de e s t a  h ip ô te s i s  s e  e n c u e n tra  e l  hecho de que e x i s t a  una secu en ­
c ia  com plem en taria  en e l  rRNA 5 S (1 3 4 ), que como se  h a  com entado, p e r te n e  
ce a l a  subun idad  rib o so m a l m ayor. S i e s to  es a s î ,  l a  p rox im idad  e s p a c ia l  
de l a s  s e c u e n c ia s  G T \ | > C y C C A  que e x ig e  e l  modelo de Cramer (272) p o - 
d r î a  e x p l ic a r  l a  c o n tra d ic c iô n  e n t r e  lo s  r e s u l ta d o s  de Cannon y c o l .  (341) 
y Takanami y M iura (3 4 4 ),
1,4.7,4.  Crecimiento de la cadena p o lip ep tid ica ,
En 1961 Lyman d em o strô , b aséndose  en l a s  c a r a c t e r î s t i c a s  m o le c u la re s  
d e l ribosom a y d e l  tRNA, l a  im p o s ib ilid a d  de que d u ra n te  l a  b i o s î n t e s i s  de 
una m o lecu la  p r o te ic a  s e  e n c u e n tre n  s im u ltaneam en te  to d o s  lo s  a m in o a c il-  
tRNA so b re  e l  ribosom a (3 4 5 ). Es pues n e c e s a r ia  una e n tra d a  s e c u e n c ia l  de 
lo s  d i s t i n t o s  am inoacil-tR N A s a l  rib o so m a , de form a q u e , una v ez  formado 
e l  e n la c e  p e p t îd ic o ,  e l  tRNA l i b r e  abandone l a  zona de s î n t e s i s  d e l mismo.
G i lb e r t  pudo d em o stra r en 1963 que d u ra n te  todo  e l  p ro ceso  de b io s în ­
t e s i s  de p r o te în a s  l a  cadena p o l ip e p t îd ic a  perm anece u n id a  a l  mRNA a t r a v e s  
de una s o la  m o lêcu la  de tRNA (3 1 0 ), De e s t a  form a p o d r îa  p e n s a rs e  que e l  
c re c im ie n to  de l a  p r o te în a  t i e n e  lu g a r  segôn e l  s ig u ie n te  esquem a:
ribosoma-mRNA-tRNA -a a _ -a a  + tRNA_-aa_
\
ribosoma-m RNA-tRNA^-aa^-aa^-aa^ + tRNA^
Por o t r a  p a r t e ,  e l  ribosom a s ô lo  puede e s t a r  en c o n ta c te  s im u lta n e a ­
m ente con unas 27 b a se s  d e l  mRNA (3 4 6 ), p o r lo  que e s  é v id e n te  que ha de 
m overse a lo  la rg o  d e l  mRNA d u ra n te  e l  p ro ceso  de b i o s î n t e s i s  de una p r o te ^  
n a , o b ie n  es  e l  mRNA e l  que debe av an zar a lo  la rg o  d e l  ribosom a. En e l  
caso  de lo s  p o lisom as cada uno de lo s  ribosom as c o n s t i tu y e n te s  puede e s t a r  
s in te t iz a n d o  sim u ltan eam en te  p ro te în a ,a u n q u e , como es  o b v io , l a  lo n g itu d  
de l a  cadena s e r é  mayor en lo s  ribosom as que s e  e n c u e n tre n  mês le jo s  d e l 
p r in c i p le  d e l  mRNA. De e s ta  m anera se  j u s t i f i e s  e l  que lo s  po lisom as sean  
mês a c t iv e s  que lo s  ribosom as monomêricos en l a  b i o s î n t e s i s  de p ro te în a s  y , 
ademês s e  puede e n c o n tra r  una e x p l ic a c io n  a l a  r e la c iô n  e n t r e  e l  tamano d e l  
po lisom a y e l  de l a  p r o te în a  que s i n t e t i z a ,  ya  que e s t e  u lt im e  depende de • 
l a  lo n g i tu d  d e l  mRNA.
C onsiderando  todos lo s  d a to s  a n t e r i o r e s ,  Zamecnik p o s tu lô  en 1966 que 
en l a  subun idad  mayor de lo s  ribosom as d e b e r îa  haber dos c e n t r e s  de f i j a -
c iô n  de tRNA: uno de e l l o s  s e r î a  e s p e c f f ic o  d e l  p ep tid il- tR N A  y o tro  d e l 
nuevo am inoacil-tR N A  (2 7 8 ). Una vez formado e l  s ig u ie n te  e n la c e  p e p t îd ic o  
e l  nuevo p e p tid il- tR N A  h a b r îa  quedado en e l  s i t i o  c o r re s p o n d ie n te  a l  ami­
noacil-tR N A , p o r lo  que s e r î a  n e c e s a r ia  una t r a n s lo c a c io n  que p o d r îa  e s t a r  
a so c ia d a  con l a  d e l  ribosom a so b re  e l  mRNA. R ecien tem en te  se  ha com probado, 
con ribosom as de r e t i c u l o c i t o s  de c o n e jo , l a  h ip ô t e s i s  de Zam ecnik, s i  
b ie n  se  ha pod ido  ie s c u b r i r  l a  e x i s t e n c ia  de un t e r c e r  s i t i o  de un iôn  que 
p e rm ite  una f i j a c i ô n  p r e v ia  d e l am inoacil-tR N A  a n te s  de que e s te  p ase  a l  
s i t i o  de fo rm acion  d e l  e n la c e  p e p t îd ic o  (3 4 7 ).
En 1966 N ish izu k a  y Lipmann (333) e s tu d ia ro n  l a  e S te q u io m e tr îa  de la  
s î n t e s i s  d e l e n la c e  p é p t îd ic o  lle g a n d o  a l a  c o n c lu s iô n  de que se  consum îa 
una m o lêcu la  de GTP eh l a  fô rm aciôn  de cada uno. E l p a p e l de e s te  donador 
de e n e rg îa ,  que se  e sc in d e  en GDP y f o s f a to  in o rg a n ic o  (332) se  a s o c iô  
p ro n to  con l a  tra n s lo C a c iô n  d e l  ribosom a (3 2 0 ).
Con lo s  d a to s  e x p u e s to s  h a s ta  e l  momento, puede v is lu m b ra rs e  e l  meca­
nism o d e l c re c im ie n to  de l a  ^cadena p o l i p e p t î d ic a .  Las e x p e r ie n c ia s  r e a l i z ^  
das en un s is te m a  d i r î g id o  p[or po liU  (a p a rta d o  1 .4 .7 .1 )  pueden e x p l ic a r s e  
a b a se  de una f i j a c i ô n  d e l  d c e t i l - f e n i la l a n i l - tR N A  so b re  l a  zona d e l r ib o ­
soma c o rre sp o n d ie n te  a l  p ep tid il- tR N A  (zona P ) , m ie n tra s  que e l  segundo f ^  
n i l  a lan il- tR N A  l l e g a  a  l a  zona a c e p to ra  d e l  am inoacil-tR N A  (zona A) en 
p re s e n c ia  de GTP y lo s  dos f a c to r e s  T^ y T^. S i b ie n  e s to s  f a c to r e s  e s tin m  
la n  en t a l  s is te m a  l a  fô rm aciôn  de a c e t i l - f e n i l  a l a n i l - f e n i la l a n i l - tR N A
(3 4 8 ) , n i  e l lo s  n i  e l  GTP son n e c e s a r io s  p a ra  que a c tu e  l a  p e p t i d i l  s i n t e -  
t a s a  (3 3 8 ). La fô rm aciôn  d e l  e n la c e  p e p t îd ic o  es pues una co n secu en c ia  i n -  
m e d ia ta  a l a  ocupac iôn  de l a  zona A p o r un nuevo am inoacil-tR N A , fa s e  q u e , 
como se  acaba de v e r ,  s î  r e q u ie r e  l a  p re s e n c ia  de f a c to r e s  T y GTP. A la s  
mismas c o n c lu s io n e s  se  ha llé g a d o  con un s is te m a  p ro c é d a n te  de m am îferos
(349) y ,  re c ie n te m e n te ,  se  ha comprobado to ta lm e n te  e s te  mecanismo (3 5 0 ).
Una vez form ado e l  e n la c e  p e p t îd ic o ,  e l  p e p tid il- tR N A  queda so b re  l a
zona A d e l  ribosom a . Ahora b ie n ,  p a ra  que pueda te n e r  lu g a r  un nuevo a l a r -  
gam ien to  de l a  cadena ha de p a s a r  a l a  zona P y e s te  d esp laz am ien to  debe 
im p lic a r  que e l  s ig u ie n te  codon d e l  mRNA se  e n f r e n te  a l a  zona A. Es en e ^  
t e  momento en e l  que ju e g a  su  p a p e l e l  f a c to r  G (3 5 1 ), que tam biên r e q u ie ­
r e  GTP p a ra  su  a c tu a c iô n .  Los r e s u l ta d o s  e x p é rim e n ta le s  concuerdan  con e l  
modelo h ip o tê t i c o  que h a b îa n  p ro p u e s to  N ish izu k a  y Lipmann en 1966 (3 5 2 ).
E l c re c im ie n to  de la s  cadenas p o l ip e p t îd ic a s  supone una t r a n s lo c a c iô n  d e l  
p ep tid il- tR N A  de l a  zona A a  l a  P después de cada fô rm aciôn  de un nuevo en
l a c e , E l tRNA que h a b îa  quedado l i b r e  so b re  l a  zona P abandons p rev iam en te  
l a  misma y un nuevo am inoacil-tR N A  p a sa  a o cupar l a  zona A, todo  e l l o  acora 
panado p o r un cambio de p o s ic iô n  r e l a t i v e  d e l  mRNA. E l GTP es  pues n e c e sa ­
r i o  en dos momenjtosi l a  f i j a c i o n  de un nuevo am inoacil-tR N A  y l a  t r a n s lo c a ­
c iô n  s u b s ig u ie n te  a l a  s î n t e s i s  d e l  e n la c e  p e p t îd ic o .  Asî. pues e l  ribosom a 
e s t é  l e j o s  de s e r  un mero so p o r t e  p a s iv o  de l a  b i o s î n t e s i s  de p r o te în a s  y ,
con su  t r a n s lo c a c iô n  p e rm ite  l a  s î n t e s i s  de su c e s iv o s  e n la c e s  p e p t îd ic o s , .
Es d i f î c i l ,  no o b s ta n te ,  e x p l ic a r  e s t a  t r a n s lo c a c iô n  en te rm in es  mole^ 
c u l a r e s .  R ecien tem en te  H i l l  (353) ha su g e r id o  que es  co n secu e n c ia  de una m£ 
d i f i c a c iô n  c o n f ig u ra c io n a l  d e l  ribosom a que s ig u e  un mecanismo a l o s t e r i c o  
en e l  que e l  GTP a c tu a  como e f e c to r .  De hech o , lo s  cam bios de c o n f ig u ra c iô n  
d e l ribosom a e s tê n  comprobados hoy d îa  y se  ha p u e s to  de m a n if ie s to  su im­
p o r ta n c ia  en l a  tra d u c c iô n  d e l  m ensaje g e n ô tic o  g r a c ia s  a lo s  t r a b a jo s  de 
Sherman y Simpson. E sto s  a u to re s  han comprobado que l a  e s tre p to m ic in a  -q u e  
como se  v e ré  mas a d e la n te  p roduce a l t e r a c io n e s  en l a  tr a d u c c iô n  (a p a rta d o
l . A . 9 . 2 , a ) -  a c tô a  a  n iv e l  m o le c u la r  provocando un cambio con fo rm ac io n a l d e l
3rib o so m a , d e te c ta b le  p o r l a s  d i f e r e n c ia s  en e l  i n t e r cambio H- H en p re s e n ­
c i a  y a u se n c ia  d e l  a n t ib iô t i c o  (3 5 4 ). De to d a s  form as l a  f a l t a  a c tu a l  de iri 
fô rm ac iôn  so b re  l a  a r q u i t e c tu r a  m o le c u la r  d e l  ribosom a y l a  fu n c io n a lid a d  
de su s  p ro te în a s  im pide p ro g re s a r  mês en e l  e s tu d io  de l a  t r a n s lo c a c iô n  d e l 
mismo,
1 .4 .8 .  E l côdigo  g e n i t i c o .
Como se  ha comentado a n te r io rm e n te ,  en 1961 se  h a b îa  l le g a d o  a l  conveii
c im ie n to  de que l a  p o s ic iô n  de cada am inoêcido en l a  p r o te în a  v e n îa  e s p e c i -
f ic a d a  p o r un t r i p l e t e  de b a se s  (codon) d e l  mRNA. E s te  hecho p la n te a b a  una
c u e s t iô n  i n i c i a l :  dado que son  c u a tro  l a s  b a se s  que componen e l  mRNA son p£ 
3s i b l e s  64 (4 ) t r i p l e t e s  d i s t i n t o s ,  m ie n tra s  que s ô lo  e x i s t e n  20 am in o êc i-  
dos d i f e r e n te s  en l a s  p r o te în a s .  Cada am inoêcido puede e s t a r  pues e s p e c i f i -  
cado po r mês de un t r i p l e t e  (d eg en e ra c iô n  o red u n d an c ia  d e l  c ô d ig o ) . Por 
o t r a  p a r t e ,  ya que se  conocen muchas p r o te în a s  de m u tan tes  que sô lo  d i f i e -  
r e n  de l a  o r ig i n a l  en un am inoêcido , lo s  t r i p l e t e s  no deben s o la p a rs e  en e l  
mRNA. A sî s e  j u s t i f i e s  que una m u tac iôn  so b re  e l  m a te r ia l  g e n e tic o  que a f e £  
t e  una s o la  b a se  s e  tra d u z c a  en un u n ic o  am inoêcido a l te r a d o  sob re  l a  p ro ­
t e în a  (2 6 9 ).
E l d e s c if ra m ie n to  d e l  côd igo  g e n e t ic o ,  es  d e c i r ,  l a  busqueda d^ lo s  c£  
dones c o r re s p o n d ie n te s  a cada am inoêcido , se  c o n v i r t iô  p ro n to  en uno de lo s  
p r in c i p a l e s  problèm es de l a  B io lo g îa  M o le c u la r . Las e x p e r ie n c ia s  de N iren­
berg y Matthaei (292), va rias veces apuntadas en I fn e a s  a n t e r i o r e s ,  perm i-
' t i e r o n  a s ig n a r  e l  codon UUÜ a l a  f e n i l a l a n in a .  A p a r t i r  de e s te  momento e l  
s is te m a  de s i n t e s i s  d i r i g id a  po r p o l in u c le o t id o s  s i n t e t i c o s  se  c o n v i r t iô  en 
una form a de in v e s t ig a r  e l  côdigo g e n e t ic o .  A si G ardner y . c o l .  p u d ie ro n  com 
p ro b a r  que e l  p o liA  e s tim u la b a  l a  s i n t e s i d  de p o l i l i s i n a ,  asignando  e l  co­
don AAA a l a  l i s im a  (3 5 5 ). Analogam ente e l  p o liC  d i r i g e  l a  s i n t e s i s  de poM  
p r o l in a  (292, 3 5 6 ), aunque su e f i c a c i a  es muy i n f e r i o r  a l a  de lo s  p o l in u ­
c le o t id o s  a n t e r i o r e s .
E l s ig u ie n te  paSo en l a  in v e s t ig a c io n  fu e  u t i l i z a r  p o l in u c le o t id o s  o_b 
te n id o s  po r c o p o lim e riz a c iô n  de dos o mas n u c le o t id o s ,  en in c u b ac io n e s  su c£  
s iv a s  en l a s  c u a le s  uno so lo  de lo s  20 am inoacidos e s ta b a  marcado is o tô p ic a  
m ente. La a s ig n a c iô n  de t r i p l e t e s  en e s t e  caso  e s ta  b asad a  so b re  un e s tu d io  
de l a  p ro b a b il id a d  de, que en un copo lim ero  a l  a z a r  se  e n c u e n tre n  ad y ac en tes  
l a s  t r è s  b a se s  que lo  componen.
P o s te r io rm e n te  e l  grupo de Khorana (357) co n s ig u iô  poner a pun to  l a  
s î n t e s i s  de p o lin u c le o t id o s ,  de s e c u e n c ia  a l t e r n a n t e ,  t a i e s  como e l  p o liU  
(UCUCUC...), poliU G , poliAC y poliA G . En todos lo s  c a s o s , e s to s  p o l in u c le o ­
t id o s  daban lu g a r  a p o l ip ê p t id o s  c o n s t i tu id o s  ex c lu siv am en te  p o r dos am ino£ 
c id o s  (358, 359) lo  que demostr a b a  de modo in eq u îv o co  que lo s  codones no p£  
d îa n  e s t a r  c o n s t i tu id o s  p o r un nômero p a r  de. b a s e s .  Ademas, adm itiendo  que 
e ran  t r i p l e t e s ,  s e  l le g ô  a l a  a s ig n a c iô n  de v a r io s  de e l l o s .
Todo e l  cumulo de e x p e r ie n c ia s  que, r e a l iz a d a s  con p o l in u c le o t id o s  si_n 
t ê t i c o s ,  cohdu jeron  a l  conocim ien to  de g ran  p a r te  de lo s  codones e n t r e  lo s
ahos 1961 y 1965, se  deben fundam entalm ente a lo s  g rupos de N iren b e rg , Kho­
ra n a  y Ochoa y han s id o  r e v is a d a s  am pliam ente en num erosas o cas io n e s  (317, 
360, 36 1 ).
La d i lu c id a c iô n  de l a  se c u e n c ia  e x a c ta  de b a se s  d e n tro  de cada ce ion
e r a ,  s i n  em bargo, un problem a s ô lo  r e s u e l to  en casos muy p a r t i c u l a r e s  h :.s ta
lo s  im p o rta n te s  t r a b a jo s  de N iren b erg  y L eder (3 6 2 ). E s to s  a u to re s  en con t. a 
ro n  que un am inoacil-tR N A  no sô lo  puede u n i r s e  " in  v i t r o "  a lo s  ribosom as 
en p r e s e n c ia  de p o l in u c le o t id o s  como se  ha com entado, s in o  que tam biên  lo s  
t r in u c le o t id o s  d e l  t ip o  XpYpZ pueden f a v o re c e r  e s ta  u n iô n . lo s  d in u c le o t i -  
dos son in e f ic a c e s  en l a  f i j a c i ô n  d e l  tRNA so b re  e l  ribosom a, lo  que, una 
vez m as, con firm a Ig  e s t r u c tu r a c iô n  en t r i p l e t e s  d e l côdigo  g e n ê t ic o .  P ero  
l a  tr a s c e n d e n c ia  de e s t e  t r a b a jo  e s t r i b a  en e l  hecho de que no s ô lo  p e rm ite  
co n firm er l a  com posiciôn  de lo s  codones a s ig n ad o s  con p o l in u c le o t id o s ,  s in o  
d e s c u b r ir  l a  se c u e n c ia  de e l l o s ,  ya que un am inoacil-tR N A  sô lo  se  f i j a  a l  
ribosom a en p re s e n c ia  d e l  t r i n u c l e o t id e  que c o n s t i tu y e  su  codon. P a ra  f a c i ­
l i t e r  e l  e s tu d io  de e s t a  re a c c iô n  de f i j a c i ô n  se  m ezclan rib o so m as, un t r i ­
n u c le o tid e  y una m ezcla de lo s  am inoacil-tR N A  de e n t r e  lo s  c u a le s  uno e s ta
marcado is o tô p ic a m e n te  en e l  r e s to  a m in o a c ilo . La m ezcla de re a c c iô n  se  pa­
sa  p o r membranas f i l t r a n t e s  que r e t i e n e n  lo s  ribosom as y e l  am inoacil-tR N A  
f i j a d o ,  m ie n tra s  que lo s  demas pueden e L im in a rse  m ed ian te  su c e s iv o s  la v ad o s , 
En l a  t a b la  V se  reco g e  l a  e s t r u c t u r a  d e l  côdigo  g e n e t ic o  o b te n id a  a 
p a r t i r  de lo s  ensayos con p o l in u c le o t id o s  y de lo s  d a to s  su m in is tra d o s  po r 
l a  u n iô n  de am inoacil-tR N A s a ribosom as en p re s e n c ia  de t r i n u c le o t id o s  (363- 
365) .
TABLA V 
CODIGO GENETICO
u C A G ■
U phe s e r ty r cys U
phe s e r ty r cys C
le u s e r te rm . term . A
le u s e r te rm . t r y G
C le u pro h is a rg U
le u p ro h is a rg c
le u pro g in a rg A
le u p ro g in arg G
A i l e th r asn s e r U
i l e th r asn s e r c
i l e th r ly s arg A
met th r ly s a rg G
La p rim era  columna de l a  iz q u ie rd a  r e p ré s e n ta
l a  p rim era  b ase  d e l  codon, l a  f i l a  s u p e r io r
l a  segunda y l a  u lt im a  columna de l a  d e rech a
l a  t e r c e r a , >
R ecien tem en te  G runnberger y c o l .  (366) han comprobado l a  v a l id e z  de l a s  
a s ig n a c io n e s  de codones po r e l  môtodo de lo s  t r i n u c le o t id o s  a l  d em o stra r que 
un phe-tRNA^^^ s ô lo  es capaz de f i j a r s e  a l  ribosom a en p re s e n c ia  de t r i p l e ­
te s  c o r re s p o n d ie n te s  a l a  v a l in a .
En l a  t a b la  V puede o b s e rv a rs e  l a  in e x i s t e n c i a  de ambigüèdad en e l  cô­
d igo  g e n ô tic o  (n ingôh  t r i p l e t e  e s p e c i f ic a  s im u ltan eam en te  a mas de un am inoâ 
c id o ) .  Por e l  c o n t r a r io  e x i s t e  d e g e n e ra c iô n  o re d u n d a n c ia , ya que un s o lo
aminoêcido puede poseer varios codones de acuerdo con las predicciones ini- 
ciales. Conocida la heterogeneidad de los tRNAs de varios aminoacidos (apa_r 
tado 1.4.5.2.) era logico pensar que tuviera alguna relaciôn con la redundan 
cia del côdigo, es decir, que los distintos tRNAs especificos de un aminoa- 
cido difiriesen en sus codones (242). De hecho ya en 1963 se habia encontr- 
do que la biosintesis de polileucina a partir de los distintos leu-tRNA^^^ 
era dirigida por diferentes polinucleotidos (228). Weisb.'’um y col. (229) Î£ 
cluso demostraron una incorporaciôn diferencial de leucina en las cadenas 
a y 3 de la hemoglobina a partir de leucil-tRNA'" y leucil-tRNA^^ .
Sin embargo, no es gener 1 el que a cada codon corresponda un tRNA di­
ferente. Por ejemplo, el fenilalanil-tRNA capaz de unirse a UUU tambiên lo 
hace a UUC (367). Asi pues se vio la necesidad de estudiar mas a fondo las 
interacciones codon-antici don para comprender el por que de esta aparente 
falta de especificidad. Mas aun, a la vista de las secuencias conocidas de 
tRNAs se puede llegar a la construcciôn de la tabla VI en la que se apre- 
cian claramente algunas ambigüedades en el reconocimiento de la tercera ba­
se del codon. Estas observaciones fueron generalizadas por Sôll y col. aun
TABLA VI 
ANTICODONES DE ALGUNOS tRNA
Aminoêcido Anticodon Posibles codones
Serina IGA ucu. ucc. UCA, UCG, AGU, AGC
Tirosina G\|.iA UAU, UAC
Valina lAC GUU, GUC, GUA, GUG
Metionina GAU AUG
Alanina ICC GCU, GCC, GCA, GCG
Fenilalanina
*
GAA UUU, UUC
Con el simbolo G se représenta el acido o-metil-guanidilico,
antes de conocerse la mayoria de los anticodones (368) y condujeron a que 
Crick postulase una hipôtesis sobre el reconocimiento de la tercera base 
del codon (369), En la tabla VII se recogen las posibilidades de apareamlen 
to que, segôn Crick, existen entre la base 3’ terminal del codon y la 5' 
terminal del anticodon.
De esta manera puede justificarse la redundancia del côdigo genêtico 
sin necesidad de tener que acudir a tantos tRNAs como codones, aunque sigan
TABLA V II
POSIBILIDADES DE INTERACCION CODON-ANTICODON
B ases 3 ' te rm in a le s  que puede 
Base 5* te rm in a l  d e l  an tic o d o n  re c o n o c e r en e l  codon_________
U A
G
C G
A U
G U
C
I  U
C
A
o sc u ra s  l a s  cau sas  p o r l a s  que e l  ap a ream ien to  de l a  t e r c e r a  b a se  d e l  codon 
no s ig u e  e s t r i c ta m e n te  e l  modelo W atson -C rick ,
1 .4 .9 .  I n ic i a c iô n  y te rm in a c io n  de l a  t r a d u c c iô n .
1 ,4 .9 .1 , Direooiân de la traducciSn.
La b i o s î n t e s i s  de p r o te în a s  com ienza p o r e l  extrem o N te rm in a l .  D in tz is  
y c o l .  p u d ie ro n  d e m o stra r lo  en una s e r i e  de t r a b a jo s  en lo s  que e s tu d ia b a n  
l a  d i s t r i b u c iô n  de l a  r a d ia c t iv id a d  en p e p tid o s  p ro c é d a n te s  de l a  h i d r ô l i s i s  
con t r i p s i n a  de p r o te în a s  e s p e c î f ic a s  s in t e t i z a d a s  d u ra n te  e x p o s ic iô n  a  brje 
ves m a rc a je s  con am inoêcidos-^^C  y t r i t i a d o s .  (3 7 0 -3 7 2 ).
A sî p u e s , p a ra  d e c id i r  l a  d i r e c c iô n  en que t i e n e  lu g a r  l a  t r a d u c c iô n ,  
b a s ta b a  a v e r ig u a r  quô extrem o d e l  mRNA co rresp o n d e  a l  N -te rm in a l de l a  p ro ­
t e în a .  Aunque han  s id o  num erosos lo s  t r a b a jo s  r e a l iz a d o s  p a ra  i n v e s t ig a r  e £  
t a  c u e s t iô n ,  lo s  p rim ero s  fu e ro n  poco c o n c lu y e n te s  cuando no c o n t r a d i c t o r io s • 
En 1966 G uest y Yanofsky (373) b asêndose  en e s tu d io s  g e n ô tic o s  so b re  e l  s i a  
tema de b i o s î n t e s i s  de t r i p tô f a n o  s i n t e t a s a  en E. c o l i  l l e g a r o n  a e s t a b l e -
c e r  una tra d u c c iô n  en l a  d i r e c c iô n  5 ’------► 3 ’ d e l  mRNA. En e l  mismo ano e l
grupo de Ochoa l le g ô  a l a  misma c o n c lu s iô n  p o r un camino d i s t i n t o .  Al u t i M
z a r  o lig o n u c le o t id o s  d è l  t i p o  A^CA^ (ApApApApApCpAp ApA) y un s is te m a
a c e lu la r  b a c te r ia n o  s e  s i n t e t i z a n  p o l ip ê p t id o s  que c o n tie n e n  l i s i n a  (codon 
AAA), a s p a ra g in a  (AAC) y s ô lo  t r a z a s  de t r e o n in a  (ACA) en lo s  cu a le s  l a  a s -  
p a ra g in a  s e  e n c u e n tra  en e l  extrem o N - te rm in a l. S i e l  o l ig o n u c le o t id e  es d e l  
t ip o  A^CA^ e l  p o l ip ë p t id o  e s t é  formado p o r l i s i n a ,  t r e o n in a  y t r e z a s  de a s ­
p a ra g in a  y l a  t r e o n in a  ocupa l a  p o s ic iô n  N- te rm in a l (3 7 4 ). Los r e s u l ta d o s
'dem uestran c la ram en te  que l a  d ir e c c iô n  de tra d u c c iô n  es 5 ’----- ►3’ . E l mRNA s
t r a d u c e ,  p u e s , en l a  misma d ir e c c iô n  en que se  s i n t e t i z a ,  lo  que p e rm ite ,  
en p r in c i p io ,  que l a  t r a d u c c iô n  com ience a(xn cuando no se  haya com pletado 
l a  t r a n s c r ip c iô n .
1 .4 .9 ,2 . Inioiaoiân de la b io s in te s is  de proteinas.
Las p rim eras  e x p e r ie n c ia s  r e a l iz a d a s  con p o l in u c le o t id o s  como m en sa je - 
ro s  a r t i f i c i a l e s  p a re c îa n  in d ic a r  que l a  in i c i a c iô n  de l a  b i o s î n t e s i s  de p r  
te în a s  no r e q u e r îa  mês que l a  p re s e n c ia  co n co m itan te  de rib o so m as, mRNA, am^ 
noacil-tR N A s y lo s  c o fa c to re s  y enzim as y a  c o n o c id o s , Con p o liA , e l  p o l ip e ^  
t id e  r é s u l t a n t e  e s t é  c o n s t i tu id o  ex c lu siv am en te  p o r l i s i n a  y no p a r e c îa  
e x i s t i r  n inguna s e n a l  e s p e c î f ic a  p a ra  e l  comienzo de l a  p o lim e ra c iô n , Algtj 
nos h ech o s , s i n  em bargo, a r ro ja b a n  un pun to  de duda so b re  l a  v a l id e z  gene­
r a l  de e s ta s  o b s e rv a c io n e s . En p rim er lu g a r  l a  c o n s id e ra c iô n  de l a  d i v e r s i -  
dad de zonas r ib o so m a le s  im p lic a  qu e , de no e x i s t i r  un mecanismo e s p e c ia l  
de in i c i a c iô n ,  ambas zo n as , A y P , e s tê n  ocupadas p o r am inoacil-tR N A s a n te s  
de l a  fô rm aciôn  d e l  p rim er e n la c e  p e p t îd ic o .  Por o t r a  p a r t e ,  l a  in c o rp o ra ­
c iô n  d i f e r e n c i a l  " in  v i t r o "  de phe-tRNA y ac-phe-tRNA a l  com plejo rib o so m a- 
po liU  (a p a rta d o  1 .4 .7 .1 )  s u g ie re  l a  acom odaciôn p r e f e r e n te  d e l  ac-phe-tRNA 
en l a  zona P , q u iz ê  fa v o re c id a  po r e l  b loqueo  d e l  grupo NH  ^ d e l  r e s to  f e n i l a  
l a n i l o .  De hecho , se  ha  demostra d o  que en t a l  s is te m a  l a  p o l i f e n i l a l a n i n a  
s in t e t i z a d a  e s t é  a c e t i l a d a  en su  NH  ^ te rm in a l  (3 7 5 ). P ero  la s  e v id e n c ia s  
mês f u e r t e s  a fa v o r  de un mecanismo e s p e c ia l  de in i c i a c iô n  s u rg ie ro n  como 
co n secu en c ia  de lo s  t r a b a jo s  de M archer y c o l .  En 1964 e n c o n tra ro n  una d i -  
f e r e n c ia  fu n c io n a l  e n t r e  lo s  dos tRNA™^ *" s e p a ra b le s  p o r d i s t r ib u c iô n  en con 
t r a c o r r i e n t e  (a p a r ta d o  1 .4 .5 . 2 ) .  Sôlo e l  m etionil-tR N A ^^^ puede fo rm ilar^  
se  " in  v iv o "  e " in  v i t r o ” dando o r ig e n  a N -fo rm ilm etion il-tR N A  (fmet-tRNA) 
(3 7 6 ). A p a r t i r  de e s t e  r e s u l ta d o  se  e m itiô  l a  h ip ô t e s i s  de que e l  m e t io n i l -  
tRNA^, que no es capaz de f o r m i la r s e ,  es e l  encargado de s i t u a r  l a  m e tic n i-  
na en l a s  p o s ic io n e s  in t e r n a s  de l a  p r o te în a ,  m ie n tra s  que e l  m etionil-tK N A y 
a c tu a  sô lo  como in i c ia d o r  de su b i o s î n t e s i s . Se ha comprobado que lo s  dos 
m etion il-tR N A s pueden u n i r s e  " in  v i t r o "  a l  t r in u c le o t id o  AUG, p e ro  e l  m e t- 
tRNAp s e  une tam biên  a lo s  t r i p l e t e s  UUG y GUG. Puede p e n sa rs e  que e s to  r e ­
p r e s e n ts  - a l  menos " in  v i t r o " -  una am bigüèdad, ya que e s to s  codones son  prjo 
p io s  de le u c in a  y v a l in a , r e s p e c t iv a m e n te . S in  em bargo, la s  co n d ic io n es  de 
f i j a c i ô n  d e l  met-tRNAp a d ic h o s  t r i p l e t e s  son d i f e r e n te s  en cuan to  a concen ,
t r a c iô n  s a l i n a  de l a  u n iô n  de leu-tRNA o val-tRN A  (3 7 7 ,3 7 8 ). Nuevamente se
2+e n c u e n tra  que una d i f e r e n c ia  en l a  c o n c e n tra c iô n  de Mg puede s e r  d e c i s iv e
a l a  h o ra  de l a  i n i c i a c iô n  de una cadena p o l ip e p t îd ic a  " in  v i t r o " ,
N o ll ,  a l a  v i s t a  de e s to s  r e s u l t a d o s ,  s u g i r iô  que l a  fo rm ila c iô n  d e l 
am inoêcido  N -te rm in a l e ra  n e c e s a r ia  p a ra  l a  in i c i a c iô n  de l a  b i o s î n t e s i s  de 
p r o te în a s  (379) p e ro  en l a  a c tu a l id a d  s e  p ie n s a  que - a l  menos éfi E. c o l i -  l a  
tr a d u c c iô n  com ienza s iem pre p o r un met-tRNA^, que puede e s t a r  fo rm ilad o  o no . 
Alguna p e c u l ia r id a d  e s t r u c t u r a l  d e l  tRNA^ p e rm ite  su  f i j a c i ô n  a l a  zona P 
d e l ribosom a (3 7 9 ), po r lo  que a c td a  e x c lu s iv am e n te  como in i c i a d o r .  E s ta  
p ô te s i s  s e  v io  r e fo rz a d a  p o r lo s  t r a b a jo s  de Adams y C apecchi (380) que fu £  
ron  capaces  de d em o stra r una se c u e n c ia  N -te rm in a l f m e t - a l a - s e r - a s n - . . .  en 
la s  p r o te în a s  s in t e t i z a d a s  p o r un s is te m a  a c e lu la r  de E. c o l i  en p re s e n c ia  
de RNA d e l  fago  f 2 , m ie n tra s  que l a  s e c u e n c ia  c o r re s p o n d ie n te  a l a s  p r o te ^  
nas de su  c ê p s id a  norm al es a l a - s e r - a s n - , . .
No o b s ta n te ,  no to d a s  l a s  p r o te în a s  de E. c o l i  com ienzan p o r m e tio n i­
n a . E s te  am inoêcido r e p ré s e n ta  s ô lo  un 40% de lo s  N te rm in a le s  (381) y en 
n ingôn caso  e s t é  fo rm ilad o  (3 7 7 ). Es pues n e c e s a r io  que e x i s t a  un mecanismo 
capaz de d e s fo rm ila r  e in c lu s o  de e l im in a r  to ta lm e n te  l a  m e tio n in a  después 
de s i n t e t i z a d a  l a  p r o te în a .
C asi s im u ltên eam en te  a e s ta s  e x p e r ie n c ia s  Ochoa y c o l .  (382) a i s l a r o n  
y p u r i f i c a r o n  p a rc ia lm e n te  a p a r t i r  de E. c o l i  dos f a c to r e s  en z im ê tic o s  que 
e s tim u la b a n  l a  u n iôn  a l  ribosom a de met-tRNA^, como se  pudo com probar con 
p o l in u c le o t id o s  s i n t é t i c o s  que p o se îa n  una se c u e n c ia  AUG en la s  p rox im idades 
d e l extrem o 5* te rm in a l .  En 1968 se  pudo d em o stra r que se  t r a t a b a  en r e a l i ­
dad de t r è s  f a c t o r e s .  A, B y C, s e p a ra b le s  p o r c ro m a to g ra f îa  en DEAE-celuljo 
s a  (3 8 3 ) . A ctualm ente se  p ie n sa  que e s to s  f a c to r e s  son n e c e s a r io s  p a ra  l a  
fô rm aciôn  i n i c i a l  d e l  com plejo  ribosoma-mRNA-fmet-tRNAp In c lu s o  p a re c e  s e r  
que, en a u se n c ia  de fmet-tRNA y f a c to r e s  de i n i c i a c iô n ,  lo s  ribosom as de E. 
c o l i  e s tê n  e sc in d id o s  en subun idades (s a lv o  lo s  que form an p a r te  de p o l i s o ­
mas) (384 . 385) y su  u n iô n  -y  p o r ta n to  su  p o s ib i l id a d  de a c tu a c iô n -  sô lo  
t i e n e  lu g a r  en p re s e n c ia  de a q u e l lo s .
1 .4 .9 .3 .  Terminaei6n.de la eadena po lipep tid ica .
Un mRNA puede d i r i g i r  l a  s î n t e s i s  de una s o la  p r c te în a  (m ensaje mono- 
c i s t r ô n ic o )  o de v a r ia s  p r o te în a s  re la c io n a d a s  (m ensaje p o l i c i s t r ô n i c o ) . En 
e l  segundo caso  e s  é v id e n te  que debe e x i s t i r  e n t r e  e l  codon c o r re s p o n d ie n te  
a l  extrem o C -te rm in a l de una p r o te în a  y e l  d e l  extrem e N -te rm in a l de l a  s i ­
g u ie n te  una s e n a l  qüe im pida e l  e s ta b le c im ie n to  de en lace  p e p t îd ic o  p a ra  
a s e g u ra r  l a  in d iv id u a l id a d  de la s  d i s t i n t a s  m o lêcu las  p r o te i c a s .  Pero  no 
b a s ta  con a s e g u ra r  l a  te rm in a c iô n  de l a s  p r o te în a s .  Se h a  v i s to  que d u ra n -
'te  su  c re c im ie n to  perm an tcen  u n id a s  a l  ribosom a y a l  mRNA a t r a v ê s  de un 
tRNA, p o r lo  que es n e c e s a r io  que , de a lg u n a  m anera, a l  te rm in a r  l a  tr a d u c ­
c iô n  d e l  m ensaje  l a  p r o te în a  s e  s é p a ré  d e l  ô ltim o  tRNA y ,  p o r t a n to ,  d e l  
a p a ra to  b i o s i n t ê t i c o .  E s ta  s e p a ra c iô n  • ha de o c u r r i r  con in d ep en d en c ia  de 
que e l  mRNA se a  mono o p o l i c i s t r ô n i c o .
Se pensô pues que e x i s t i r î a  a lg ô n  codon capaz de l l e v a r  a cabo e s t a  li^ 
b e ra c iô n  y que e s t a r î a  s i tu a d o  a l  f i n a l  de cada c i s t r o n .
A p a r t i r  de a n a l i s i s  g e n ê t ic o s  de l a s  m u taciones "o c re "  y "am bar" que 
se  dan con c i e r t a  f r e c u e n c ia  en E. c o l i  y en c o l î f a g o s ,  B renner ÿ c o l , ' 
(386-388) y W eigert y Garen (389, 390) l l e g a r o n  a l a  c o n c lu s iô n  de que e l  
codon UAA cum plîa e s t a  m is iô n . Los codones UAG y UGA t ie n e n  tam biên  un p a p e l 
sem ejan te  (391 , 3 9 2 ).
Ademês de lo s  a n ê l i s i s  g e n ê t ic o s ,  l a s  tê c n ic a s  de fô rm aciôn  de complje 
jo s  con t r in u c le o t id o s  y lo s  e s tu d io s  con p o l in u c le o t id o s  s in te t iz a d o s  a 
p a r t i r  de e sa s  b a se s  han  c o n c u rrid o  p a ra  p o n er de m a n if ie s to  de t a i e s  codo­
nes como te rm in a d o re s . Ninguno de e l l o s  promueve l a  in c o rp o ra c iô n  de am ino^ 
c id o s  y s i  l a  l i b e r a c iô n  de p o l ip ê p t id o s  (363, 3 9 3 ). E s ta  l ib e r a c iô n  no es 
f r e c u e n te  en lo s  ensayos r e a l iz a d o s  con p o l in u c le o t id o s .  Al in c u b a r  con po­
l iU , p o r e jem p lo , l a  mayor p a r t e  de l a  p o l i f e n i l a l a n i n a  perm anece u n id a  a l  
tRNA (3 9 4 ).
No e x i s t e  n ingôn  tRNA capaz de u n i r s e  a lo s  codones de te rm in a c iô n  (395) 
p ero  en 1967 C apecchi pudo poner de m a n if ie s to  que es  n e c e s a r ia  una p r o t e î ­
na p a ra  que se  l l e v e  a cabo l a  l ib e r a c iô n  de l a  cadena p o l ip e p t îd ic a  m edian 
t e  e l  codon UAG (3 9 6 ). N iren b erg  ha p u e s to  a p un to  un s is te m a  s e n c i l l o  p a ra  
d em o stra r l a  p a r t i c ip a c iô n  de l a  p r o te în a  de C apecchi en l a  te rm in a c iô n  de 
l a  cadena . P a ra  e l l o  s e  form a e l  com plejo ribosoma-AUG-fmet-tRNAj, y se  estju 
d ia  l a  h i d r ô l i s i s  de fo rm ilm e tio n il- tR N A  en p re s e n c ia  de c u a lq u ie ra  de lo s  
t r i p l e t e s  de te rm in a c iô n . A sî ha demostra d o  que e l  f a c t o r  p ro te ic o  a c e le r a  
l a  h i d r ô l i s i s  de fo rm ilm e tio n il- tR N A  (397) y ,  p o s te r io rm e n te ,  h a  conseguido  
s e p a ra r  en dos com ponentes, R^ y R^, e l  f a c t o r  de C apecchi (3 9 8 ). Los dos 
son capaces de h i d r o l i z a r  e l  fo rm ilm e tio n il- tR N A  unido a l  ribosom a en p r e ­
s e n c ia  de UAA, p e ro  e l  R^ es capaz de h a c e r lo  ademês con UAG y e l  R^ con 
UGA.
Con to d o s  e s to s  d a to s  àe supone en l a  a c tu a l id a d  que e l  codon norm al 
p a ra  l a  te rm in a c iô n  " in  v iv o "  es  UAA, m ie n tra s  que lo s  o t r o s  dos se  u t i l i ­
zan con menos f r e c u e n c ia .
1 .4 .1 0 .  U n iv e rs a lid a d  d e l mecanismo p ro p u e s to ,
Como s e  h a  comentado r e p e t id a s  v e c e s  a lo  la rg o  d e l  e s tu d io  p re c e d e n ts ,  
l a  mayor p a r te  de l a s  e x p e r ie n c ia s  r e a l iz a d a s  p a ra  d i l u c id a r  e l  mecanismo 
d e . l a  b i o s î n t e s i s  de p r o te în a s  lo  han  s id o  con b a c t e r i a s .  E s to  no es o b s tê -  
cu lo  p a ra  que -d ad as  l a s  num erosas aunque m in o r i ta r i a s  e x p e r ie n c ia s  l l e v a -  
das a cabo con o tr o s  s is te m a s -  pueda c o n c lu ir s e  qu e , a l  menos en su s  l în e a s  
g é n é r a le s ,  e l  mecanismo p ro p u e s to , in c lu id a  l a  e s t r u c t u r a  d e l  côdigo  geneti^  
co , es u n iv e r s a l .
U nicam ente en lo  que r e s p e c ta  a l a  in i c i a c iô n  y te rm in a c iô n  de cadenas 
son aun e sc a so s  lo s  d a to s  r e f e r e n t e s  a  s is te m a s  no b a c te r ia n o s ,  aunque no 
hay c o n tra d ic c iô n  a lg u n a  p a ra  p e n sa r  q u e , e x i s t e  en m am îferos un mecanismo 
sem ejan te  a l  en co n trad o  en b a c t e r i a ^ .
1 .4 .1 1 .  R egu lac iô n  de l a  b i o s î n t e s i s  de p r o t e î n a s .
Tôdas la s  c ê lu la s  que d e r iv a n  de una c e lu la  ô n ic a  poseen  l a  misma d o t£  
c iô n  g e n e t ic a ,  ex cep c iô n  hecha de lo s  cam bios p ro d u c id o s  p o r m u tac iones no 
l é t a l e s  - e s ta d î s t ic a m e n te  muy e s c a s o s -  que hayan podido  o c u r r i r  e sp o n ta n e a -  
m ente en su  fô rm ac iô n . Es s u f ic ie n te m e n te  co n o c id o , p o r o t r a  p a r t e ,  e l  h e ­
cho de que en to d a s  l a s  c e lu la s  e x i s t e  un exceso  de in fo rm ac iô n  g e n e t ic a .
S i e s to  es c i e r to  en o rgan ism es u n ic e lu l a r e s , es aôn mês r e le v a n te  en lo s  
p l u r i c e l u l a r e s ,  ya que l a  d i f e r e n c ia c iô n  de t e j i d o s  im p lic a  l a  t r a n s c r i p ­
c iô n  de sô lo  unas p a r te s  d e te rm in ad as  de genoma.
P ero  ademês de e s t a  t r a n s c r ip c iô n  d i f e r e n c i a l ,  que p o r su p u es to  se  r e -  
f l e j a  en una tra d u c c iô n  d é s ig n a i  en lo s  d i f e r e n te s  t e j id o s  de un organism e 
p l u r i c e l u l a r , es n e c e s a r io  te n e r  en c u e n ta  q u e , en un momento dado, una c£  
l u l a  no s i n t e t i z a  to d as  l a s  p r o te în a s  que es cap a z . La s î n t e s i s  de p r o t e î ­
n a s ,  de o r d in a r io ,  no p ro céd é  a l  a z a r ,  s in o  que e s t é  r e g u la d a . Es d e c i r , c a ­
da c ê lu la  s i n t e t i z a  p o r lo  g e n e ra l  s ô lo  l a s  p r o te în a s  que n e c e s i ta  -y  en l a  
p ro p o rc iô n  que l a s  n e c e s i t a -  en un momento p r e c i s o .
Los p ro ced im ie n to s  p o r lo s  que e s t a  r e g u la c iô n  se  l l e v a  a  cabo son  de 
muy v a r ia d a  n a tu r a le z a .  Dejando de la d o  lo s  mècanismos de re g u la c iô n  de 
t r a n s c r ip c iô n  in h e re n te s  a l a  d i f e r e n c ia c iô n  en o rgan ism es p l u r i c e l u l a r e s ,  
pueden c o n s id e ra r s e  en p rim er lu g a r  lo s  que im p lic an  l a  a c tu a c iô n  de genes 
re g u la d o re s  y ,  d e sp u é s , l a  r e g u la c iô n  e j e r c id a  a n iv e l  de tRNA. La mayor 
p a r te  de lo s  e s tu d io s  de re g u la c iô n  s e  han r e a l iz a d o  con b a c t e r i a s  pero  en 
o rgan ism es p lu r i c e lu l a r e s  e l  p ro ceso  es aôn mês com plejo , yo que es n e c e sa ­
r io  c o n s id é re r  una r e g u la c iô n  de o r ig e n  e x t r a t i s u l a r , que se  e j« rc e  funda­
m entalm ente a t r a v ê s  de l a  a c c iô n  horm onal.
2.4;11.1, Genes reguladores,
Segun l a  te rm in o lo g ie  f i j a d a  p o r R ile y  y P ardee  en 1962 (399) se  s u e -  
le n  denom inar genes e s t r u c t u r a le s  lo s  que s e  t r a n s c r ib e n  en e l  mRNA que d e­
te rm in e  l a  e s t r u c tu r a  p r im a r ia  de una enzim a o p r o te în a  e s t r u c t u r a l .  Una mu 
ta c io n  en un gen e s t r u c t u r a l  conduce a una anorm alidad  en l a  p r o te în a  s in tje  
t i z a d a .  Pèro  p ro n to  s e  pudo d e te c ta r  que m utaciones p ro d u c id a s  en a lg u n  l o ­
cus d i s t i n t o  d e l  gen e s t r u c t u r a l  pueden i n f l u i r  en e l  p ro d u c to  de e s te  o en 
l a  v e lo c id a d  de su  s î n t e s i s .  E x is te n  pues o tro s  genes e s p e c î f ic o s  de cada 
p r o te în a ,  lo s  c u a le s ,  ju n to  con e l  e s t r u c t u r a l  r e c ib e n  e l  nombre de genep 
p r im a r ie s  p a r a d i s t i n g u i r l o s  d e l r e s to  de lo s  g en es , no e s p e c î f ic o s  o se c u n -
d a r io s ,  que no se  t r a n s c r ib e n  en mRNA y dan o r ig e n  a lo s  demas t ip o s  de
(*)RNA'' %
A lgunos genes e s t r u c t u r a l e s  son in d u c ib le s  o r e p r im ib le s ,  es d e c i r ,  su 
v e lo c id a d  de e x p re s iô n  no es in v a r i a b le ,  s in o  d ep en d ien te  d e l  e s ta d o  m e ta - 
b ô lic o  de l a  c ê l u la ,  O rd in a ria m e n te , en e l  caso  de genes e s t r u c t u r a l e s  p ro -  
p io s  de una enzim a, lo s  s u s t r a to s  s u e le n  s e r  in d u c t o r es (aum entan e l  n iv e l  
de l a  b i o s î n t e s i s ) ,  m ie n tra s  que lo s  p ro d u c to s  f in a l e s  su e le n  r e p r im ir  l a  
s î n t e s i s  de l a  enzim a (4 0 0 ).
Apoyandose en num erosos e s tu d io s  g e n ê t ic o s  Jacob y Monod e la b o ra ro n  en 
1961 su  conocida  h ip ô te s i s  p a ra  e x p l ic a r  l a  in d u c c iô n  o r e p re s iô n  de l a  s în  
t e s i s  de enzim as (2 8 3 ). En g randes r a s g o s ,  l a  h ip ô t e s i s  adm ite  l a  e x i s t e n ­
c ia  de un gen r e g u la d o r ,  R, cuyo p ro d u c to  in h ib e  l a  t r a n s c r ip c iô n  o t r a d u c ­
c iô n  d e l  gen e s t r u c t u r a l .  E l in d u c to r  in a c t iv a  e l  p ro d u c to  d e l  gen reg u la d o ç  
p e rm itie n d o  a s î  l a  s î n t e s i s  de p r o te în a s ,  m ie n tra s  que e l  r e p re s o r  lo  a c t i -  
v a r î a ,  dando o r ig e n  a  l a  d e te n c iô n  d e l  p ro c e so  b i o s i n t ê t i c o .  A s î ,  una m ut£ 
c iô n  en e l  gen R puede c o n d u c ir  a una d i f e r e n c ia  c u a n t i t a t i v a  en l a  ex p re ­
s iô n  d e l  gen e s t r u c t u r a l ,  aunque l a  p r o te în a  p ro d u c id a  se a  no rm al.
En 1959 Ames y G arry  (4 0 1 ), a l  e s tu d i a r  desde un punto  de v i s t a  g e n ê t l  
co la s  enzim as enca rg ad as  de l a  b i o s î n t e s i s  de h i s t i d i n a  en S a lm o n e lla , en­
c o n tra ro n  po r una p a r t e  que sus c o r re s p o n d ie n te s  genes e s t r u c t u r a l e s  e s ta n  
co n tig u o s  y ,  p o r o t r a ,  que e x i s t e  una in d u c c iô n  o r e p re s iô n  co o rd in ad a  de 
to d a s  e l l a s ,  Jacob  y Monod e s tu d ia ro n  tam biên  e s te  s is te m a  y d e te c ta ro n  mu­
ta c io n e s  que no se  p ro d u c îa n  en lo s  genes e s t r u c t u r a l e s  n i  en e l  re g u la d o r  
y s in  embargo a fe c ta b a n  l a  s î n t e s i s  de la s  enzim as (2 8 3 ). A p a r t i r  de e s to s
(*) Algunos a u to re s  in c lu y e n  e n t r e  lo s  "genes s e c o n d a r ie s "  lo s  que e s p e c i f ^  
can l a  s î n t e s i s  de am inoêcido : tRNA l i g a s a s .
t r a b a jo s  s e  l l e g ô  a  l a  id e a  de que lo s  genes que d i r i g e a  l a  s î n t e s i s  de en­
zimas r e la c io n a d a s  (p o r e s t a r  im p lic a d a s  en un mismo p ro ceso  m e ta b ô lic o )  s e  
en c u e n tra n  ju n to s  y e x i s t e  ademas un gen a d ic io n a l  (o p e ra d o r , 0) cuya r e s -  
p u e s ta  a l  p ro d u c to  d e l  re g u la d o r  a f e c ta  a todos lo s  genes e s t r u c t u r a l e s .  E£ 
t e  c o n ju n to  de genes e s t r u c t u r a l e s  y o p e rad o r se  denom ina operôn  (4 0 2 ). A s î ,  
en p re s e n c ia  d e l  in d u c to r  e l  p ro d u c to  d e l  gen re g u la d o r  no a c tu a  so b re  e l  
operad o r y p e rm ite  l a  t r a d u c c iô n  d e l  m ensaje  g e n ô t ic o .  S in  embargo e l  p ro ­
ducto  d e l  gen r e g u la d o r  a c t iv a d o  p o r e l  r e p r e s o r  es capaz de b lo q u e a r  e l  
operad o r e im p ed ir l a  e x p re s iô n  de lo s  genes e s t r u c t u r a l e s .  E l o p e ra d o r , a 
d i f e r e n c ia  d e l re g u la d o r  se  e n c u e n tra  ad y ac en te  a l a  s e r i e  de genes e s t r u c ­
tu r a l e s  e in c lu s o  puede s o la p a r  o c o in c id i r  con e l  p rim ero  de e l l o s  (4 0 3 ).
En l a  f ig u r a  3 se  e sq u em a tiza  e l  mecanismo de re g u la c iô n  de un o p erôn .
E l mecanismo de a c c iô n  d e l  o p e rad o r no e s t é  aôn a c la r a d o .  Su p a p e l se  
ha comparado a l  de una " c e r ra d u ra  g e n ô tic a "  que b lo q u e a  e l  r e s to  d e l  operôn  
(404) p e ro  no e s té  c la r o  e l  modo în tim o  p o r e l  que se  p roduce e s t e  b lo q u e o .
Salvo en lo s  caso s  en que e l  o p e rad o r e s t é  su p e rp u e s to  a l  p rim e r gen 
e s t r u c t u r a l  no p a re c e  que de o r ig e n  a  n ingôn  p ro d u c to  p r o te i c o .
Son mês abon d an tes  lo s  d a to s  que c o n c ie rn e n  a l  p ro d u c to  d e l  gen r e g u l£  
d o r .  Garen y c o l .  (405 , 406) y G a lla n t  y S ta p le to n  (407) dem o stra ro n  que e l  
p ro d u c to  d e l  gen re g u la d o r  c o r re s p o n d ie n te  a l  e s t r u c t u r a l  de l a  f o s f a ta s a  
a l c a l i n a  de E. c o l i  e r a  una p r o te în a .  En e s t e  s e n t id o  e l  gen re g u la d o r  fu n -  
c io n a  rea lm en te  como un gen e s t r u c t u r a l ,  p o r cuan to  s e  tra d u c e  tam b iên , au £  
que su  m isiô n  es c la ra m e n te  d i s t i n t a .  La n a tu r a le z a  p r o te i c a  - a l  menos en 
p a r t e -  d e l  p ro d u c to  d e l  gen re g u la d o r  s e  ha  p u e s to  de m a n if ie s to  no s ô lo  en 
e l  caso  de genes e s t r u c t u r a l e s  ô n ic o s  s in o  tam biên  en  e l  de operones como 
e l  de l a  g -g a la c to s id a s a  y e l  de l a  l a c to s a  (4 0 8 ) . La a c t iv a c iô n  o in a c t iv a  
c iô n  de e s t e  p ro d u c to  p r o te ic o  p a re c e  s e r  c o n secu e n c ia  de un mecanismo a lo £  
t ê r i c o  (409, 4 1 0 ).
En e s te  momento cabe r e p la n te a r  l a  c u e s t iô n  de s i  una p r o te în a  capaz 
de i n h i b i r  l a  e x p re s iô n  g e n ê t ic a  a c tô a  -d e sp u é s  de su  m o d if ic a c iô n  a l o s t ê -  
r i c a  en p re s e n c ia  d e l  r e p r e s o r -  a n iv e l  de l a  t r a n s c r ip c iô n  o de l a  tr a d u c ­
c iô n . Es n e c e s a r io  h a c e r  m enciôn de lo s  t r a b a jo s  de St e n t  (411) que condu­
je ro n  a l a  id e a  de que en b a c t e r i a s ,  en co n d ic io n e s  n o rm a le s , e l  mRNA n a -  
c ie n te  es r e t i r a d o  d e l  DNA p o r u n iôn  a lo s  ribosom as p a ra  fo rm ar e l  p o l i s o ­
ma. E x is te  a s î  un com plejo  DNA-RNA polim erasa-m RNA -ribosom a que concuerda 
con l a  n e c e s id a d  de una s î n t e s i s  co n co m itan te  de mRNA y p r o te în a s  p ro p u e s ta  
p o r P ard ee  y P r e s t id g e  (412) y cuya p o s ib i l id a d  se  ha p u e s to  de m a n if ie s to
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FIGURA 3 . -  R egu lac iôn  de l a  b i o s i n t e s i s  de p r o te în a s .  A: m ensaje mono- 
c i s t r ô n ic o .  B: m ensaje  p o l i c r i s t r o n i c o .
•en e l  a p a r ta d o  1 ,4 .7 .6 ,  A l a  v i s t a  de e s to s  d a to s  se  p ie n s a  p refe ren tem en tfe  
en un c o n t r o l  a l o s t e r i c o  a  n iv e l  d e i  p o liso m a  (408 , 4 1 3 ),
1,4,21»2. Regutaoién a n iv e l de tRUA,
E l operën  de l a  h i s t i d i n a  en S a lm o n e lla  s e  ha  u t i l i z a d o  ex tensam en te  
como b ase  de e s tu d io s  g e n e tic o m o le c u la re s  de r e g u la t io n  (4 0 2 ) , G ra c ia s  a 
e l l o  se  conocen m u tac io n es  que a f e c ta n  a lo s  mècanismos de r e g u la t io n ,  de 
l a s  c u a le s  c u a tro  dan o r ig e n  a cepas con un e lev ad o  co n te n id o  en enzim as co  ^
r re s p o n d ie n te s  a l a  b i o s î n t e s i s  de h i s t i d i n a ,  A p a r t i r  de in v e s t ig a c io n e s  
so b re  m u tan tes  de e s t e  t i p o  Roth y c o l .  (414) p ro p u s ie ro n  que l a  r e g u la t io n  
de l a  e x p re s iô n  d e l  operôn  " h is "  t i e n e  lu g a r  a  n iv e l  de l a  tra d u c c iô n  de un 
mRNA p o l i c i s t r ô n i c o .  Son v a r io s  lo s  d a to s  que pueden c o n firm e r e s t a  t e o r î a  
y , de o t r a  p a r t e ,  p oner de m a n if ie s to  l a  fu n c iô n  d e l  tRNA en d ic h a  re g u ­
la c iô n .  E l mRNA p o l i c i s t r ô n i c o  se  tra d u c e  a p a r t i r  d e l  extrem o c o rre sp o n d ie z  
t e  a l  o p e rad o r (415) y su  in i c i a c iô n  e s t â  c o n tro la d a  p o r un codon de h i s t i ­
d in a  s i tu a d o  en e l  o p e ra d o r , de form a que e l  h is t id i l - tR N A  b lo q u e a  l a  t r a -
h i sd u c c iô n , m ie n tra s  que e l  tRNA l i b r e  l a  p e rm ite  (4 1 6 ), con lo  que l a  p r e ­
s e n c ia  de h i s t i d i n a  f a v o rece  en d e f i n i t i v e  l a  d e te n c iô n  de l a s  enzim as de su  
b i o s î n t e s i s .
V ogel y c o l .  (v ease  r é f .  408) han e s tu d ia d o  l a  r e g u la c iô n  de l a  b io s în  
t e s i s  de a c e t i l o r n i t i n a - 6 - t r a n s a m in a s a  de E, c o l i ,  una enzim a que c a t a l i z a  
e l  c u a r to  paso  de l a  b i o s î n t e s i s  de a r g in in a ,  y han l le g a d o  a  l a  c o n c lu s iô n  
de que e l  p ro d u c to  d e l  gen re g u la d o r  es  un a n ilo g o  de tRNA que e j e r c e  su  
a c c iô n  re g u la d o ra  a  n iv e l  de tr a d u c c iô n ,  reco n o c ien d o  a lg u n  codon que d é r i ­
v a  d e l  gen o p e ra d o r .
R ec ien tem en te  A ndersen  (417) ha  in v e s t ig a d o  l a  in f lu e n c ia  de l a  conceii 
t r a c iô n  dé tRNA so b re  l a  b i o s î n t e s i s  de p r o te în a s  en s is te m a s  a c e lu la r e s .
La c o n c lu s iô n  mas i n t e r e s a n t e  de su  t r a b a jo  es que l a  f r a c c iô n  de tRNA^^® 
que reco n o ce  lo s  codones AGA y AGG o r ig in e  una t r a d u c c iô n  m is l e n t a  " in  v iv o "  
que l a  que co rresp o n d e  a lo s  tRNA^^^ e s p e c î f ic o s  de o t r o s  codones, A sî pues 
lo s  t r i p l e t e s  AGA y AGG pueden te n e r  una fu n c iô n  re g u la d o ra  en l a  f a s e  de 
tr a d u c c iô n  en E. c o l i  (aunque de n a tu r a le z a  d i s t i n t a  a  l a s  c o n s id e ra d a s  has^ 
t a  a h o ra ) ,  Algo p a re c id o  sucede  en m am îfe ro s , P or lo  menos se  ha  demostra d o  
que en l a  s î n t e s i s  de hem oglobina de co n e jo  l a  p a r t i c ip a c iô n  de la s  d i f e r e n  
te s  f r a c c io n e s  d e l  tRNA e s p e c î f ic o  de un am inoêcido  es d é s ig n a i  en la s  dos 
cadenas (4 1 8 ).
Puede pues c o n c lu i r s e  q u e , aunque en  g e n e ra l  te n g a  v a l id e z  e l  esquema 
de re g u la c iô n  de Jacob  y Monod l a  a c tu a c iô n  so b re  e l  o p e rad o r (o su  c o r r e s -
pondiente zona sobre el mRNA) puede efectuars3 de diverses mèneras, bien 
por medio de una proteîna alosterica, bien por medio de un tRNA o un analog 
go de este. Y, por otra parte, la heterogeneidad de los tRNAs puede jugar 
un papel en la regulaciôn de la traducciôn por causas discintas al bloqueo 
del operador o del polisoma.
1,4,11.3.  Regutaoién de Id b io s in tes is  de proteinas en mamiferos,
Como se ha visto en l’os apartados précédantes, los estudios de regula­
ciôn se han realizado preferentemente en aiicroorganismos. Estos, por su 
corto periodo de generaciôn, permiten un detallado rnâlisis genetico, al 
que tanto debe el establecimiento de las hipôtesis sobre mécanismes regula­
dores y, por otra parte, la relaciôn entre el estado metabôlico de un micro^ 
organisme y el medio es inmediata. Ninguna de estas dos facilidades se pne- 
sentan en los organismes superiores, en los que la actividad biosintetica 
de un tejido depende no sôlo de las condiciones enternas al organisme, sino 
tambiên de las interrelaciones fisiolôgicas con otros tejidos.
A pesar de estas dificultades, los datos de que se dispone hasta la 
fecha parecen "'ndicar la validez de un esquema semejante al de mic::oorganiz 
mos. Knox pudo demostrar en 1951 que la enzima triptôfano pirrolasa es indu_ 
cible por el triptôfano y por la cortisona (419). Los efectos de la hom.ona 
y del aminoacido son aditivos despues de la extiroaciôn da las capsulas su- 
prarrenales, lo que prueba que la inducciôn obedece a distintas crusas en 
cada caso. Greengard y col. (420) utilizando un inhibidor de la rranscipcicn 
-la actinomicina D- comprobaron que la inducciôn causada por la hormona tie^  
ne lugar a nivel de la transcripciôn, mientras que la activaciôn producida 
por el triptôfano no desaparece en presencia del antibiôtico,
Los trabajos de Schimke y col. (421) han permitido decidir -apoyandose 
en estudios cineticos- que el aumento de actividad de la enzima provocado 
por la cortisona es una autentica inducciôn (en el sentido utilizado hasta 
ahora) mientras que el. provocado por el triptôfano se debe mas bien a una 
estabilizaciôn de la enzima.
A partir de estos presupuestos, Pitot ha realizado amplios estudios so^  
b:e la regulaciôn de la biosintesis de proteînas en mamîferos, sobre todo en 
el caso de alteraciones neoplasicas (422-424). Con todo ello ha propuesto 
para tal regulaciôn un esquema semejante al de la figura 4. (425). Los ras­
gos fondamentales de este esquema son los siguientes:
1°. Existe una regulaciôn de la transcripciôn controlada po ■ sustratos 
o productos, analoga a la que puede darse en microorganismos, en
> l a  que pueden i n t e r v e n i r  adem£s l a s  horm onas. '
2®. Pueden a c tu a r  ademas re g u la d o re s  de t r a d u c c id n  que conduzcan a  un 
po lisom a e s ta b i l i z a d o  (que no s e  d ég rad a  s in o  después de muchas 
l e c tu r a s  d e l  mRNA) o a un po liso m a n o rm al. Hay ademâs ag e n te s  cap £  
ces  de d e g ra d a r in s ta n ta n e a m e n te  e l  mRNA, im pid iendo  a s î  l a  t r a d u £  
c io n .
3? Ademâs, a lg u n o s s u s t r a to s  pueden m o d if ic a r  l a  v id a  m edia de l a s  
p r o te în a s .
P a ra  l a  in v e s t ig a c ié n  o b je to  de l a  p r é s e n te  memoria r e v i s t e  un e sp e ­
c i a l  in t e r é s  l a  a c tu a c iô n  de l a s  hormonas d e l  t i r o i d e s  so b re  l a  b i o s î n t e s i s  
de p r o te în a s ,  ya q u e , como se  ha  v i s t o  en e l  a p a r ta d o  1 .3 .1 .  e l  a m itro l  es 
un a g e n te  a n t i t i r o i d e o .
Aunque s e a  d i f î c i l  s i t u a r l o s  de un modo d e f in id o  en e l  esquema de l a  
f ig u r a  4 , se  sab e  que lo s  e f e c to s  de l a  t i r o id e c to m îa  son  un aumento de l a  
v id a  m edia de la s  p r o te în a s  h e p a t ic a s  y una d ism in u c ié n  de l a  v e lo c id a d  de 
su  b i o s î n t e s i s .  Prédom ina e s te  d ltim o  e f e c to  so b re  e l  p r im e ro , p o r lo  que 
e l  h îgado  de l a s  r a t a s  t i ro id e c to m iz a d a s  es menor que e l  norm al (4 2 6 ).
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1 .4 .1 2 .  I n h ib ic io n  de l a  b i o s i n t e s i s  de p r o t e i n a s .
P a ra  co m p le ta r l a  p r e s e n ts  in t ro d u c c io n  t e ô r i c a  f a l t a  r e y i s a r ,  aunque 
se a  som eram ente, lo s  d iv e rs o s  f a c to r e s  e x te rn e s  qye pueden a l t e r a r  o d e te n e r  
e l  mecanismo norm al de l a  b i o s î n t e s i s  de p r o te în a s .
La p o s ib i l id a d  - v a r i a s  veces  apu n tad a  en p ag in as  p r é c é d a n te s -  de u t i ­
l i z a r  s is te m a s  a c e lu la r e s  p a ra  e l  e s tu d io  por sep arad o  de l a s  d iv e r s e s  f a -  
se s  de l a  b i o s î n t e s i s  de p r o te în a s  ha p e rm itid o  l a  lo c a l iz a c iô n  mâs o menos 
e x a c ta  de l a  a c c iô n  de lo s  d iv e rs o s  in h ib id o r e s .  E l modo de a c c iô n  de a lg u -  
no de e l lo s  es ta n  é v id e n te  despues de conocido  e l  mecanismo de l a  b io s în t e  
s i s  de p r o te în a s  que su  a c tu a c iô n  no r e q u ie r e  n inguna e x p l ic a c iô n .  T a l e s ,  
p o r e jem p lo , e l  caso  de l a  r ib o n u c le a s a .
O tros in h ib id o re s  a c tu a n  ex c lu siv am e n te  a n iv e l  de t r a n s c r ip c iô n .  La 
a c tin o m ic in a  D, conocido  in h ib id o r  de l a  b i o s î n t e s i s  de RNA, no a f e c ta  a l a  
de p ro te în a s  en s is te m a s  a c e lu la r e s  (3 1 8 ), es d e c i r ,  no a c tô a  en a b s o lu te  en 
l a  f a s e  de tra d u c c iô n .  Ni e s t e  a n t ib iô t i c o  n i  lo s  de a c c iô n  sem e ja n te  se  
c o n s id e ra n  en e s t e  a p a r ta d o , re se rv a d o  ex c lu siv am e n te  a lo s  in h ib id o r e s  de 
l a  b i o s î n t e s i s  de p r o te în a s  p ro p iam en te  c o n s id e ra d a .
1.4 ,12 .1 . Inhibidores que afectan e l crecimiento de la cadena p o lipep tid ica ,
E l m ejor conocido  de todos e l l o s  es l a  p u ro m ic in a . Su a c c iô n  in h ib id o -  
r a  de l a  s î n t e s i s  de p r o te în a s  fu e  ap u n tad a  ya  en 1955 p o r C re a se r  (429) y 
en 1959 Y arm olinsky y de l a  Haba (430) d e s c r ib ie r o n  l a  in h ib ic iô n  provocada 
en un s is te m a  a c e lu la r  a b ase  de m icrosom as de h îg a d o . En anos p o s te r io r e s  
se  pudo com probar que su  a c c iô n  in h ib id o ra  se  e x tie n d e  p r ic t ic a m e n te  a to ­
dos lo s  o rg an ism o s: b a c t e r i a s  (4 3 1 ), le v a d u ra s  (4 3 2 ), a lg a s  (4 3 3 ) , v é g é ta ­
le s  s u p e r io re s  (434) y m am îferos (435, 4 3 6 ).
La purom icina  no a f e c ta  a l a  a c t iv a c iô n  de am in o ac id o s, p e ro  s î  a su 
t r a n s f e r e n c ia  desde e l  tRNA a l a  cadena p o l ip e p t îd ic a  (4 3 0 ). En su  p re s e n ­
c i a ,  lo s  p o l ip ê p t id o s  ya s in te t i z a d o s  d e ja n  de c re c e r  y se  s e p a ra n  d e l  r i ­
bosoma (4 3 5 ). Y arm olinsky y de l a  Haba fu e ro n  lo s  p rim ero s  en lla m a r  l a  
a te n c iô n  so b re  l a  sem ejanza e s t r u c t u r a l  de l a  pu ro m ic in a  y e l  extrem o 5* t e ^  
m in a i de un am inoacil-tR N A , p o r lo  que a q u e l la  puede ocupar co m p etitiv am en - 
te  l a  zona d e l  ribosom a d e s tin a d a  a f i j a r  e l  am inoacil-tR N A . L lega  in c lu s o  
a fo rm arse  un e n la c e  e n t r e  e l  p ê p tid o  y e l  NH  ^ de l a  p u ro m ic in a . P o r e s t e  mo^  
t iv o  a l  in c u b a r  un s is te m a  a c e lu la r  con p u ro m ic in a  m arcada is o tô p ic a m e n te  
con o ^ C ap a re c e  r a d ia c t iv id a d  en e l  m a te r ia l  in s o lu b le  en a c id o  t r i c l £  
r o a c ê t ic o  (437, 438) y e l  g rupo amino d e l  r e s to  p - m e to x i f e n i la l a n i lo  de la  
pu rom ic ina  no re a c c io n a  ya con f lu o ro d in itro b e n c e n o  (4 3 9 ).
La p u ro m ic in a  p rovoca  ademês l a  d e g ra d a c ié n  de lo s  p o liso m as  (4 3 6 ) , pe 
ro  no e s té  d e l  todo c la r o  s i  e s t e  e f e c to  es  o no co n secu e n c ia  d e l  p r im e ro .
1,4 ,12 ,2 . A ntib iâ tiooe que inhiben la funoiôn del ribosoma.
Son muchos lo s  a n t ib iô t i c o s  que in h ib e n  l a  b i o s î n t e s i s  de p r o te în a s  en 
organism os p r o c a r iô t ic o s  a n iv e l  d e l  rib o so m a. E l conocim ien to  cada v ez  mês 
p ro fundo  de l a  o rg a n iz a c iô n  y fu n c iô n  de e s t a  p a r t î c u l a  s u b c e lu la r  ha p e r ­
m itid o  en muchos caso s  l o c a l i z a r  l a  subun idad  rib o so m a l so b re  l a  que t a i e s  
in h ib id o re s  a c tô a n .
a ) In h ib id o re s  de l a  subun idad  30 S.
El mês im p o rta n te  de todos es  l a  e s tr e p to m ic in a ,  de l a  que s e  ha men- 
c ionado  a lg u n a  fu n c iô n  en e l  a p a r ta d o  1 .4 .7 .4 .  La e s tr e p to m ic in a  in h ib e  l a  
in c o rp o ra c iô n  de am inoêcidos en s is te m a s  a c e lu l a r e s ,  f a n to  d i r i g i d a  p o r men 
s a je r o s  n a tu r a le s  (440) como p o r p o l in u c le o t id o s  s i n t é t i c o s  (441) pero  ade­
mês puede co n d u c ir a una l e c tu r a  anorm al d e l  m ensaje  g e n ê t ic o .  P uede, p o r 
e jem p lo , e s t im u la r  l a  in c o rp o ra c iô n  de is o le u c in a  (codones AUU, AÜC y AUA) 
en p re s e n c ia  de p o liU , m ie n tra s  que in h ib e  l a  s î n t e s i s  d e l  p ro d u c to  no rm al, 
p o l i f e n i l a l a n i n a  (442 , 4 4 3 ). Tam biên, en p re s e n c ia  de e s tr e p to m ic in a  pueden. 
a c tu a r  como " te m p la te "  p o lîm ero s  que h a b itu a lm e n te  no lo  so n , como e l  rRNA, 
tRNA o DNA d e s n a tu ra l iz a d o  (444 , 4 4 5 ). E s to s  e f e c to s  e s tê n  re la c io n a d o s  coü
l a  com posiciôn d e l  medio y son s in g u la rm e n te  s e n s ib le s  a  l a  c o n c e n tra c iô n
2+de Mg e in c lu s o  de tRNA (4 4 6 ). Q uizê guard e  r e la c iô n  con e l l o  e l  hecho de 
que a l  em plear s is te m a s  muy p u r i f i c a d o s  l a  e s tre p to m ic in a  no produce e r r o -  
r e s  de tra d u c c iô n  (4 4 7 ).
R ecien tem en te  Sherman y Simpson (354) han dem ostrado que l a  e s t r e p t o ­
m ic in a  induce a l t e r a c io n e s  co n fo rm ac io n a les  en e l  rib o so m a , como ya se  ha  
e x p u e s to . Pero  a p e s a r  de e s t e  im p o r ta n te  h a l la z g o  s ig u e  s i n  co n o ce rse  ex a£  
tam ente e l  p ro ceso  m o le c u la r  p o r e l  que e s t e  a n t i b i ô t i c o  e je r c e  su  a c c iô n . 
Con lo s  d a to s  a c tu a le s  no es p o s ib le  d i s c e r n i r  s i  l a  in h ib ic iÔ n  de b io s în ­
t e s i s  y lo s  e r r o r e s  de tra d u c c iô n  obedecen  a  una causa  comôn ( l a  a l t e r a -  
c iô n  con fo rm ac io n a l) o son  in d e p e n d ie n te s .
Los a n t ib iô t i c o s  de lo s  g rupos de l a  neom icina  y kanam icina a f e c ta n  
tam biên  l a  b i o s î n t e s i s  de p r o te în a s  a n iv e l  de l a  subunidad  rib o so m a l 30 S 
con un e s p e c tro  de a c c iô n  - in h i b ic i ô n  y a l t e r a c i ô n  de l a  t r a d u c c iô n -  seme­
j a n t e s  a l a  e s tr e p to m ic in a  (4 4 5 ).
Las t e t r a c i c l i n a s  son  tam biên  p o te n te s  in h ib id o re s  de l a  b i o s î n t e s i s  de 
p ro te în a s  cuya a c c iô n  s e  ha s i tu a d o  a  n iv e l  de l a  subunidad  30S. Una concen 
t r a c iô n  de 10 yg/m l e s  s u f i c i e n t e  p a r a  i n h i b i r  en  un 80-90% l a  s î n t e s i s  de
p o l i f e n i l a l a n i n a  d i r i g i d a  p o r p o liU  p e ro  no. in h ib e  l a  u n iôn  d e l  p o l in u c le o ­
t id o  a lo s  ribosom as (4 4 8 ). La a c c iô n  p r i n c i p a l  de la s  t e t r a c i c l i n a s  p a re c e  
c e n t r a r s e  en l a  in h ib ic iô n  de l a  u n iô n  d e l  am inoacil-tR N A  a l a  zona A de l a
subun idad  30 S (338, 44 9 ).
b ) In h ib id o re s  de l a  subun idad  50 S.
E l c lo ra m fe n ic o l e s ,  ju n to  con l a  p u ro m ic in a , e l  in h ib id o r  de l a  s î n t ^  
s i s  de p ro te in a s  conocido  desde hace  mas tiem p o , ya que fu e  d e s c r i t o  p o r 
p r im e ra  vez po r G ale y F o lkes en 1953 (4 5 0 ) . Es capaz de i n h i b i r  l a  b io s în ­
t e s i s  de p ro te în a s  en b a c t e r i a s ,  ta n to  g ra m -p o s it iv a s  como g ra m -n e g a tiv a s  
(4 4 5 ), p ro to zo o s  (451) y v e g e ta le s  s u p e r io r e s  (434, 452, 4 5 3 ). Los s i s t e ­
mas a c e lu la r e s  de m am îferos so n , s i n  embargo mês r é s i s t a n t e s  a l  c lo ra m fe n i­
c o l ,  ex cep c iô n  hecha de lo s  d e r iv a d o s  de r e t i c u l o c i t o s  (454 , 4 5 5 ).
E l c lo ra m fe n ic o l in h ib e  l a  s î n t e s i s  de p o l i l i s i n a  y p o l i p r o l i n a ,  d i r i -  
g id a s  re sp e c tiv a m e n te  p o r p o liA  y p o liC . Una c o n c e n tra c iô n  d e l  a n t i b i ô t i c o  
de 400 yg/m l d e t ie n e  c a s i  to ta lm e n te  l a  s î n t e s i s  de p o l i l i s i n a  y ,  en su  p r ^
s e n c ia ,  s ô lo  s e  pueden l l e g a r  a fo rm ar d i -  o t r i p ê p t i d o s  (4 5 6 ), p e ro  s in  em
b argo  l a  s î n t e s i s  de p o l i f e n i l a l a n i n a  en p r e s e n c ia  de po liU  es  mucho mês r ^  
s i s t e n t e  (4 5 7 ).
Los p rim ero s  t r a b a jo s  r e a l iz a d o s  p a ra  l o c a l i z a r  su  a c c iô n  in d ic a ro n  
que e l  c lo ra m fe n ic o l in h ib îa  l a  p o lim e r iz a c iô n  de am inoêcidos so b re  e l  ribo^ 
soma a p a r t i r  d e l  am inoacil-tR N A  (4 5 8 ) . Las e x p e r ie n c ia s  de W eisberger y c o l ,  
(454 , 459) p a re c îa n  in d ic a r  que l a  in h ib ic iô n  s e  p ro d u c îa  a l  im p ed ir l a
u n iô n  d e l  mRNA a l  ribosom a, p e ro  lo s  t r a b a jo s  de Vazquez d em o stra ro n  que e l
c lo ra m fe n ic o l in te ra c c io n a b a  e x c lu s iv a m e n te  con l a  subun idad  50 S (460 , 4 6 1 ). 
En 1967 Monro y  M arcker u t i l i z a r o n  un s is te m a  s im p l if ic a d o  p a ra  e s tu d i a r  l a  
fô rm aciôn  d e l e n la c e  p e p t îd ic o  com puesto p o r fmet-ACCAAC (o b te n id o  p o r h i ­
d r ô l i s i s  d e l  fmet-tRNA p o r r ib o n u c le a s a  T ^ ) , pu ro m ic in a  y sub u n id ad es 50 S. 
Normalmente l a  re a c c iô n  da o r ig e n  a fo rm ilm e tio n il-p u ro m ic in a  (4 6 2 ) , p e ro  
e l  c lo ra m fe n ic o l l a  in h ib e  (4 6 3 ) . Gon e s to s  d a to s  se  adm ite  g en e ra lm en te  que 
e l  a n t ib iô t i c o  in h ib e  l a  p e p t i d i l s i n t e t a s a ,  lo c a l iz a d a  e s p e c îf ic a m e n te  en 
l a  subun idad  50 S.
R ec ien tem en te , s i n  em bargo, P e s tk a  ha  en co n trad o  e v id e n c ia s  a  fa v o r  de 
o t ro  modo de a c c iô n  d e l c lo ra m fe n ic o l:  l a  in h ib ic iô n  de l a  u n iô n  d e l  e x t r e ­
mo a m in o a c i la d e n i l i lo  d e l  am inoacil-tR N A  a l  ribosom a (4 6 4 ). Es p o s ib le  que 
ambos e f e c to s  cooperen  a l a  a c c iô n  in h ib id o r a  de e s t e  a n t i b i ô t i c o .
Ip4,12,3^ Jnhibidorea de aooiân no looatinoda,
Los in h ib id o re s  e s tu d ia d o s  en lo s  a p a r ta d o s  p ré c é d a n te s  son  lo s  m ajor 
c a r a c te r i z a d o s ,  p e ro  son muÿ num erosas l a s  s u s ta n c ia s  cuya a c c io n  so b re  l a  
b i o s i n t e s i s  da p r o te in a s  as m a n i f ie s ta ,  aunque no se  baya lo c a lig a d o  e x a c ts  
m ente e l  mecanismo da su  in h ib ic io n .
E n tre  e s t a s  ü lt im a s  m erece c i t a r s e  l a  e s p a rso m ic in a , qua in h ib e  l a  b i£  
s i n t e s i s  da p r o te in a s  an m icroorgan ism os y r e t i c u l o c i t o s  (4 6 5 ). E s te  a n t i -  
b io t i c o  b lo q u e a  l a  fo rm a tio n  d e l  e n la c e  p e p t id ic o  p ro b ab lam en te  p o r im p ed ir 
l a  a s o c ia c io n  d e l  am inoacil-tR N A  a l a  zona A d e l  ribosom a (4 6 4 ),
La b l a s t i c i d i n a  S p roduce  una i n h i b i t i o n  d e l  50% an l a  s i n t e s i s  da p o - 
l i f e n i l a l a n i n a  a c o n c e n tra c io n e s  d e l  o rd en  da 10 M (466) y su  a c c iô n  q u i-  
zâ s e  l o c a l i t é  en l a  subun idad  rib o so m a l 50 S,
La cicloheximida es tambien un inhibidor potente de la biosintesis de 
proteinas en levaduras (467) y mamiferos (468, 4 6 9 ). Una concentration de 
50 yg/ml reduce en un 55-65% la incorporaciën de aminolcidos en un sistema 
acelular obtenido a partir de cêlulas de adenocarcinoma 755 y casi en el 
100% la sintesis de polifenilalanina en presencia de poliU (4 6 9 ), pero no 
esta Clara la localizaciôn de su acciôn. No altera la formaciôn de aminoa- 
cil-tRNA (449) y se ha sugerido que actua por rotura de polisomas (4 7 0 ).
1.4 ,12 .4 . In h ib id ô n  de la h io s in te s is  de proteïnas por euatanoiae oon a o -  
t iv id a d  fito tô x io a .
Son e sc a so s  lo s  e s tu d io s  s is te m ô tic o s  r e a l iz a d o s  a c e rc a  de l a  a c t i v i -  
dad de lo s  in h ib id o re s  d e l  c re c im ie n to  v e g e ta l  so b re  l a  b i o s i n t e s i s  de p ro ­
t e i n a s .  Ademis de lo s  d a to s  ya com entados a l  e s tu d i a r  e l  modo de a c c iô n  d e l  
a m i t r o l ,  cabe r e s a l t a r  e l  t r a b a jo  r e a l iz a d o  p o r Mann y c o l .  (94) que in v e s -  
t ig a r o n  e l  e f e c to  de 23 s u s ta n c ia s  to n  a c t iv id a d  f i t o t ô x i c a  so b re  l a  in c o r -  
p o ra c iô n  de le u c in a -^ ^ C  p o r c o r te s  de s e m i l la s  de dos e s p e c ie s  v e g e ta le s .
E l metodo seg u id o  en su t r a b a jo  e s ,  s in  em bargo, dem asiado sim p le  p a ra  d e -  
c i d i r  de modo in eq u iv o co  s i  e x i s t e  una a l t e r a c i ô n  de l a  b i o s i n t e s i s  de p r£  
t e i n a s .  En e s e n c ia  c o n s is te  en d e te rm in e r  l a  in c o rp o ra c iô n  de le u c in a -^ ^ C , 
despuôs de in c u b e r  e l  c o r te  de t e j i d o  to n  e l  am inoÔcido, m ed ian te  c o n ta je  
p o r c e n te l le o  l iq u id o  d e l  p ro p io  c o r te  de t e j i d o  lavado  (4 7 1 ) . P a ra  te n e r  
en c u e n ta  l a  p o s ib le  in f lu e n c ia  d e l h e r b ic id e  so b re  l a  p e rm e a b ilid a d  d e l  t_e 
j i d o  to n  r e s p e c te  a lo s  am in o ac id o s, e s tu d ia n  su  e f e c to  f r e n t e  a l a  in c o r ­
p o r a t io n  de un am inoâcido no p r o te i c o :  e l  ô c id o  a -a m in o b u t i r ic o .
De t e l  m anera han p od ido  c o n s ta te r  qu e , de lo s  23 f i t o tô x ic o s  en say a - 
d o s , so lam en te  e l  CDAA (2 -c lo ro -N , N - d ia l i la c e ta m id a ) , CIPC ( is o p ro p il -N -
(3 -c lo ro fe n i l) c a rb a m a to )  y e l  i o x i n i l  (0 , 0 ^ -d iio d o -p -c ia n o fe n o l)  in h ib e n  
n o tab lem en te  l a  in c o rp o ra c iô n  de le u c in a .  De e l l o s  e l  i o x i n i l  es e l  mâs ac^  
t i v o ,  ya que l a  in h ib ic iô n  es d e l  82% con una c o n c e n tra c iô n  de 2 ppm y d e l  
88% a 4 ppm en c o r te s  de S esb an ia  e x a l t a t a .
De to d a s  fo rm as , l a s  l im i ta c io n e s  de l a  tô c n ic a  no p e rm iten  d i lu c id a r  
s i  t a l  e f e c to  c o rre sp o n d e  re a lm e n te  a una in h ib ic iô n  de l a  b i o s i n t e s i s  de 
p r o t e i n a s .
2. PARTE EXPERIMENTAL
2 .1 . BIOSINTESIS IN VITRO DE PROTEINAS
2 .1 .1 .  V a lo ra c io n  de p ro te in a s  s o lu b le s .
P a ra  v a lo ra c io n e s  râ p id a s  de p r o te in a s  s o lu b le s  se  ha u t i l i z a d o  l a  fôjr 
mula de K alcka r (4 7 2 );
P = 1 ,45  Aggo -  0 ,7 4  A^go
en l a  que P r e p ré s e n ta  l a  c o n c e n tra c iô n  de p r o te in a s  en mg/ml en una d is o lj j  
c iô n  en fu n c iô n  de su s  a b so rb a n c ia s  a 280 y 260 nm. (Agg^ y r e s p e c t iy a
m ente) m edidas en cu b e ta s  de 1 cm de e s p e s o r .
Con e l  mismo f i n ,  se  ha u t i l i z a d o  a l te rn a t iv a m e n te  l a  ecu a c iô n  de Lay^ 
ne (4 7 3 );
^ ^  *280
donde P y Aggg t ie n e n  e l  s ig n i f ic a d o  a n te r io rm e n te  d iç h o ,  d es  l a  anchura  
de la  c u b e ta  en cm y F un f a c t o r  que se  e n c u e n tra  ta b u la d o  f r e n te  a l  c o -  
c ie n te  Aggg/Ag^Q (T ab la  V Ï I I ) . E s ta  t a b la  p e rm ite  tam bien  l a  a p re c ia c iô n  
ra p id a  aproxim ada de l a  r e la c iô n  de c o n c e n tra c io n e s  e n t r e  â c id o s  n u c le ic o s  
y p r o te in a s .  Los v a lo re s  que r e s u l t a n  p a ra  c o n c e n tra c iô n  de p ro te in a s  son 
ta n to  mas ex a c to s  cuan to  mas b a ja  s e a  l a  p ro p o rc iô n  de â c id o s  n u c le ic o s .
Ninguno de lo s  dos môtodos in d ic a d o s  p ro p o rc io n a  una e x a c t i tu d  conve- 
n ie n te ,  p o r lo  que su  uso se  l i m i t a  en l a  p r é s e n te  in v e s t ig a c iô n  a v a lo ra ­
c io n es  p r e v ia s .
P a ra  o b te n e r  una mayor p r e c i s iô n ,  aôn en p r e s e n c ia  de a c id o s  n u c le i ­
c o s , se  s ig u e  e l  metodo de Lowry y c o l .  (474) que se  d e s c r ib e  a c o n tin u a -  
c iô n . A 5 ml de una m ezcla re c ie n te m e n te  p re p a ra d a  de. 50 p a r te s  de r e a c t i  
vo A (NSgCOg a l  2% en NaOH 0 ,1  N) y una de B (CuSO^.BHgO a l  0,5% en t a r t r ^  
to  sô d ico  a l  1%) se  anade 1 ml de l a  d is o lu c iô n  p rob lem s y se  a g i t a  f u e r te  
m ente. La m ezcla se  d e ja  e s t a r  30 min a tem pera tu r a  am bian te  con a g i ta c iô n  
o c a s io n a l y a c o n tin u a c iô n  se  ahaden 0 ,5  ml de r e a c t iv o  F o lin -C io c a l te n
TABLA V III
PORCENTAJE DE ACIDOS NUCLEICOS Y FACTOR F DE LAYNE EN FUNCION 
DE LA RELACION DE ABSORBANCIAS A 280 Y 260 nm.
P o rc e n ta je  de 
^280^^260 a c . n u c le ic o s
1 .75  0 .0 0  1 .116
1 .63  0 .2 5  1 .081
1 .5 2  0 .5 0  1 .054
1 .40  0 .7 5  1 .023
1 .36  1 .0 0  0 .994
1 .30  1 .25  0 .970
1 .25  1 .5 0  0 .944
1 .16  2 .00  0 .899
1 .09  2 .5 0  0 .852
1 .0 3  3 .0 0  0 .814
0 .979  3 .50  0 .776
0 .939  4 .0 0  0 .743
0 .874  5 .0 0  0 .682
0 .846  5 .5 0  0 .656
0 .8 2 2  6 .00  0 .632
0 .8 0 4  6 .50  0 .607
0 .784  7 .00  0 .585
0 .767  7 .50  0 .565
0 .7 5 3  8 .0 0  0 .545
0 .730  9 .0 0  0 .5 0 8
0 .7 0 5  10 .00  0 .478
0 .6 7 1  12 .00  0 .422
0 .644  14 .00  0 .377
0 .6 1 5  17 .00  0 .322
0 .595  20 .00  0 .278
(4 7 5 ). Se a g i t a  h a s ta  c o n se g u ir  una m ezcla  p e r f e c ta  y se  d e ja  o t r o s  40 min 
en l a s  mismas c o n d ic io n e s . Al cabo de e s t e  tiem p o , se  d é te rm in a  l a  ab so rb an  
c ia  de l a  d is o lu c iô n  a 500 nm f r e n t e  a  un b lanoo  en e l  que l a  d is o lu c iô n  
de p r o te in a s  s e  s u s t i tu y e  po r agua d e s t i l a d a .  O rd in a riam en te  se  c o n s tru y e  
la  cu rva  p a trô n  con se ro a lb u m in a  de buey (Sigma Chem. C o .) ,  con l a  que se  
cumple l a  Ley de L am bert-B eer p a ra  c o n c e n tra c io n e s  çom prendidas e n t r e  150 
y 900 yg /m l. P a ra  a j u s t a r  l a  c o n c e n tra c iô n  d e l  problem a a e s te  in t e r v a lo  se  
ha hecho uso de c u a lq u ie ra  de l a s  v a lo ra c io n e s  e s p e c tro fo to m e tr ic a s  
in d ic a d a s  a n te r io rm e n te .
2 .1 .2 .  P re p a ra c iô n  de un s is te m a  a c e lu la r  de h igado  de co b ay a .
2 .1 .2 ,1 , Obtenoién de ribosomas, (476)
Se u t i l i z a n  cobayas de 250-400 g de peso  que se  s a c r i f i c a n  p o r  decap^  
ta c iô n .  E l h igado  se  e x t ra e  rap id am en te  y ,  una vez  e x t i r p a d a  l a  v e s ic u la  
b i l i a r  se  la v a  en un medio A, e n f r ia d o  en bano de h i e l o ,  que c o n t ie n e :  s a c ^  
ro s a  0 ,3 5  M; MgClg 0 ,0 0 4  M; KCl 0 ,025  M y tampôn de t r i s  (h id ro x im e ti l )  
aminometano ( t r i s )  0 ,0 5  M, pH 7 ,6 .  A p a r t i r  de e s t e  momento to d a s  l a s  o p e - 
r a c io n e s  se  d e s a r r o l l a n  a te m p e ra tu ra  i n f e r i o r  a 4®. E l h igado  lav ad o  se  
tro c e a  con t i j e r a s  y s e  hom ogeneiza en f ra c c io n e s  de 8 g en un hom ogeneiz^ 
dor P o tte r-E lv e h je m  con êmbolo de t e f l o n ,  d u ra n te  20 s eg con 19 ml de m edio 
A. El homogeneizado s e  c e n t r i f u g e  a 15.000 g d u ra n te  10 min con e l  f i n  de 
e l im in a r  l a s  p a r t i c u l e s  p esad as  (n u c le o s , m ito c o n d r ia s  y c ê lu la s  i n t a c t e s  
p r in c ip a lm e n te ) . E l so b re n a d a n te  s e  c e n t r i f u g e  en to n ces  a  105.000 d u ra n te
una h o ra . La f r a c c iô n  s o lu b le  se  g uarda  p a ra  p r e p a ra r  l a s  enzim as ”pH 5"
como se  d e s c r ib e  mas a d e la n te  y lo s  sed im en tos ( f r a c c iô n  "m icrosom al") se  
reiinen  en medio A (1 ml p o r g de h igado  hom ogeneizado). La su sp e n s io n  se  
d i lu y e  a 5 volôm enes con un medio B que c o n t ie n e  s a c a ro s a  0 ,9 0  M; MgClg 
0 ,0 0 4  M y KCl 0 ,025  M. A c o n tin u a c iô n  se  anade MgClg 0 ,1  M (0 ,3 3  m l/g  de 
h ig ad o ) p a ra  e v i t a r  l a  d is o c ia c iô n  de lo s  ribosom as en sub u n id ad es  de 40 y 
60 S y p a ra  p r e c i p i t a r  l a  f e r r i t i n a  (4 7 7 ), ya q u e , de no h a c e r lo ,  con tam i­
n e r  i a  l a  f r a c c iô n  r ib o so m a l a l  te n e r  un c o e f i c ie n t e  de sed im e n ta c iô n  de 63 
S (4 7 8 ).
P o s te r io rm e n te  s e  a d ic io n a  d e s o x ic o la to  sô d ic o  a l  3% en f r a c c io n e s  de 
5 ml con a g i ta c iô n  c o n tin u a  h a s ta  l l e g a r  a una c o n c e n tra c iô n  f i n a l  d e l  0,27% . 
E s te  d e te rg e n te  d e s tru y e  g ra n  p a r t e  de l a s  membranes d e l  r e t i c u l o  endoplâjs 
mico y l i b e r a  l a  to t a l i d a d  de lo s  r ib o so m as. La su sp e n s iô n  r é s u l t a n t e
I
s e  c e n t r i f u g e  a  105.000 g d u ra n te  10 min y e l  sed im ento  ( f e r r i t i n a  p r e c ip ^  
ta d a  y a lg o  de d e s o x ic o la to  m agnêsico) se  d e se c h a . E l so b re n a d a n te  s e  som^ 
t e  a una nueva c e n t r i f u g a c iô n  a 105.000 g , e s t a  vez  d u ra n te  una h o ra ,  e l  
sed im en to  de ribosom as as£  o b te n id o  se  la v a  s u p e r f ic ia lm e n te  con medio A, 
con o b je to  de e l im in a r  e l  exceso  de d e s o x ic o la to  y se  suspende  en e l  mismo 
medio (0 ,046  m l/g  de h ig a d o ) ,  E l p rep a rad o  de ribosom as es  e s t a b l e  a-15* 
po r lo  menos 15 d ia s .
En a lg u n as  e x p e r ie n c ia s , con e l  f i n  de in a c t iv a r  l a  r ib o n u c le a s a ,  se  
h a  seg u id o  l a  m o d if ic a c iô n  p ro p u e s ta  p o r M urthy y R appoport (479) que con­
s i s t e  en a h a d ir  a l  medio de hom ogeneizaciôn  b e n to n i ta  a c t iv a d a  h a s ta  una 
c o n c e n tra c iô n  f i n a l  d e l  2%,
A l o b je to  de e l im in a r  a l  miximo l a  p re s e n c ia  de d e s o x ic o la to  en l a  
f r a c c iô n  rib o so m a l -q u e  s e  tr a d u c e  en una d ism in u c iô n  en l a  a c t iv id a d  p a ra  
in c o rp o re r  am in o ô c id o s- s e  h a s u s t i 't u id o  en a lgunos casos  e l  lav ad o  superfi^  
c i a l  d e l  sed im ento  de ribosom as p o r una re su sp e n s iô n  en m edio A se g u id a  de 
una nueva c e n t r i f u g a c iô n  a 105,000 g d u ra n te  una h o ra .  Es m e n este r r e a l i -  
z a r  l a  re s u sp e n s iô n  de ribosom as con e l  miximo cu idado  p o s ib le  p a ra  no d a -  
h a r  l a  e s t r u c tu r a  p o lisô m ic a . En l a  p r é s e n te  in v e s t ig a c iô n  se  ha e fe c tu a d o  
s iem p re  m ed ian te  un hom ogeneizador t ip o  P o tte r -E lv e h je m , de 9 mm de dianæ 
t r o ,  con êmbolo de t e f l ô n  acc io n ad o  a  mano.
En todos lo s  c a s o s ,  l a  d e te rm in a c iô n  de l a  c o n c e n tra c iô n  de ribosom as 
en e l  p rep a rad o  f i n a l  s e  r e a l i z e  v a lo ra n d o  l a s  p r o te in a s  rib o so m a le s  po r 
e l  mêtodo de Lowry y c o l .  (4 7 4 ) . Asimismo se  ha  o b te n id o  s iem p re  un e s p e c -  
t r o  u l t r a v i o l e t s  d e l  p rep a rad o  en  un e sp e c tro fo tô m e tro  Beckman modelo DB-G.
2 , 1 ,2 , 2 ,  Fraodân enzimâtioa  5 "  (480),
E l so b re n a d a n te  de l a  p r im e ra  c e n t r i f u g a c iô n  a 105 .000  g se  d i lu y e  con 
medio B (1 :3 ,  v o l /v o l )  y ,  a  p a r t i r  de e s t e  momento, se  t r a b a j a  a  0* . Se 
a j u s t a  inm ed ia tam en te  e l  pH a 5 ,1 5 -5 ,2 0  p o r a d ic iô n  de s u f i c i e n t e  êc id o  
a c ê t ic o  1 N con a g i ta c iô n .  E l p r e c ip i ta d o  se  reco g e  p o r c e n t r i f u g a c iô n  y 
se  la v a  una vez p o r re s u s p e n s iô n  en medio B y nueva c e n t r i f u g a c iô n .  E l r e ­
s id u e  se  d is u e lv e  e n to n ces  en un medio C que c o n tie n e :  s a c a ro s a  0 ,3 5  M; 
KHCOg 0 ,0 3 5  M; MgClg 0 ,0 0 4  M y KCl 0 ,0 2 5  M, en c a n t id a d  adecuada p a ra  d a r 
una d is o lu c iô n  en l a  que l a  c o n c e n tra c iô n  de p r o te in a s  s e a  de 8 a  12 mg/ml. 
E s te  v a lo r  se  a j u s t a  p o r v a lo ra c iô n  e s p e c t ro fo to m ê tr ic a  como s e  ha d e s c r i -  
to  a n te r io rm e n te  (472, 473) y l a  c o n c e n tra c iô n  f i n a l  e x a c ta  s e  d e te rm in e  
p o r  e l  mêtodo c o lo r im ê tr ic o  de Lowry y c o l .  (4 7 4 ).
-  -
Eh a lg u n as  e x p e r ie n c ia s  s e  h a  u t i l i z a d o  tampôn t r i s  0 ,1  M, pH 7 ,5 ,  en 
vez de medio C, p a ra  p r e p a ra r  l a  d is o lu c iô n  e n z im â tic a  (4 8 1 ). La a c t iv id a d  
de l a  f r a c c iô n  e n z im a tic a  "pH 5" s e  co n se rv a  d u ra n te  v a r ia s  sémanas s i  se  
guarda a -10® y r é s u l t a  aôn mas e s t a b l e  en p r e s e n c ia  de g lu t a t i o n  (form a 
re d u c id a )  0 ,0 5  M y ac id o  e t i l e n d ia m in o te t r a a c ê t ic o  0 ,005  M. E l p rep a rad o  
e n z im a tico  a s î  o b ten id o  c o n tie n e  e l  RNÀ s o lu b le  ademôs de la s  enzim as nece^ 
s a r i a s  p a ra  e l  p ro ceso  de b i o s i n t e s i s  de p r o te in a s  in  v i t r o .
2,2 .2 , S, Inoubaoiôn y medida de la radiaotividad.
La m ezcla  de in c u b a c iô n  s e  ha  p re p a ra d o  p o r e l  mêtodo de K irsch  y c o l .
(4 7 6 ). En tu b o s de v id r io  "P y rex" de p a re d e s  g ru e sa s  se  m ezclan : p irô v ic o
q u in a sa : 0 ,1 4  mg; ATP ( s a l  t r i s ô d i c a ) : 1 ,0  ymol; a c id o  fo s fo e n o lp iru v ic o
( s a l  t r i s ô d i c a ) :  10 ym oles; GTP ( s a l  t r i s ô d i c a ) :  0 ,2 5  pm oles; MgClg 5 ,0
ym oles; f r a c c iô n  e n z im a tic a  "pH 5 " : 0 ,1  ml ( é q u iv a le n te  a 0 ,8 -1 ,2  mg de p r £
14te i n a ) ;  ribosom as : 3-4  mg; am in o ac id o s- C (7 mCi/mmol) : 0 ,1  ym ol. E l v o -  
lumen se  com pléta  a 2 ml con tampôn t r i s  0 ,0 5  M pH 7 ,5  y ,  en su  c a so , se  
anade e l  a m itro l  d i s u e l to  en e s t e  tampôn m anteniendo e l  mismo volumen f i n a l ,  
despuôs de lo  c u a l l a  m ezcla se  in c u b a  a 37®. La in c u b a c iô n  se  ha r e a l i z a ­
do in d is t in ta m e n te  en bano de agua te rm o s ta tiz a d o  o en una in cu b ad o ra  New 
Brunsw ick, modelo R-26 con a g i ta c iô n  c o n t in u a .
Despuês de e s t e  tiem po se  p r e c i p i t a n  l a s  p r o te în a s  p o r a d ic iô n  de 2 ml 
de Scido  t r i c lo r o a c Ô t ic o  a l  10% f r f o .  E l p r e c ip i ta d o  s e  reco g e  p o r c e n t r i ­
fu g a c iô n  y la s  p ro te in a s  se  a i s l a n  p o r e l  mÔtodo de S ie k e v itz  (4 8 2 ). P a ra
e l l o ,  e l  p r e c ip i ta d o  se  la v a  t r è s  v eces  con ô c id o  t r i c l o r o a c ê t i c o  a l  5% en
f r i o  y , p o s te r io rm e n te ,  s e  h id r o l i z a n  lo s  ë c id o s  n u c le ic o s  p o r t r a ta m ie n to  
con l a  misma d is o lu c iô n  ê c id a  a  90® d u ra n te  20 m in u te s . E l p r e c ip i ta d o  r é ­
s u l t a n t e ,  que s ô lo  c o n tie n e  p r o te in a s  y p o s ib le s  l i p i d o s ,  s e  la v a  dos v ece s  
con e ta n o l  d e l  96% en c a l i e n t e ,  o t r a s  dos con una m ezcla  de e t a n o l - e t e r  
e t î l i c o - c lo r o f o r m o  (2 :2 :1 )  en c a l i e n t e  y ,  f in a lm e n te ,  una vez  con ê t e r  an h v  
d ro  tam biên en c a l i e n t e .  Despuês de e s t a  s e r i e  de la v a d o s , r e a l iz a d o s  todos 
en una c e n t r î f u g a  M artin  C h r is t  " P ic c o lo " ,  e l  r e s id u o  se  d e ja  s e c a r  a l  a i r e
a te m p e ra tu ra  am b ian te . Las m u e stra s  de p r o te în a s  p u lv e r iz a d a s  se  p asan  a
2p la n c h e ta s  de p o l i - ( m e ta c r i l a to  de m e ti lo )  de 0 .3 3  cm de s u p e r f i c i e  p r e -  
v iam en te  t a r a d a s . Las p la n c h e ta s  s e  p e sa n  y se  mide l a  r a d ia c t iv id a d  me­
d ia n te  un tubo  G eiger acop lado  a  un a m p lif ic a d o r  y e s c a la  Ecko N683A. E l 
e sp e so r i n f i n i t o  s e  a lc a n z a  en e l  c o n ta je  de p ro te în a s -^ ^ C  a lo s  16 mg/cm^
(483) p o r lo  que se  a p l i c a  co rre c c iÔ n  de a u to a b so rc iô n  p a ra  l a s  m u estra s  
cuyo peso  se a  i n f e r i o r  a  5 .5 .  mg. La c o r re c c iô n  s e  a p l ic a  en l a  form a d e s -  
c r i t a  p o r A ronoff (484) desp u ês  de c a l c u le r  en c o e f i c ie n te  de a b s o rc iô n , n , 
a p a r t i r  de lo s  d a to s  de Cam pbell y S a rg en t (4 8 3 ). E l d e t a l l e  de l a  a p l ic a  
c iô n  de t a l  c o r re c c iô n  s e  d e s c r ib e  en l a  p a r t e  t e r c e r a  de e s t a  m em oria.
En todos lo s  casos se  han  contado  la s  m u e stra s  d u ra n te  tiem po s u f i ­
c ie n te  p a ra  que e l  e r r o r  e s t a d î s t i c o  se a  menor d e l 5%, operando con un in ­
te rv a lo  de se g u rid a d  d e l  90%.
2 .1 .3 .  P re p a ra c iô n  de un s is te m a  a c e lu la r  de c o r te z a  de c e re b ro  de c o n e jo .
2 .1 .2 .1 , Fraooiôn 'knioroacrnaV' (485),
Se han u t i l i z a d o  co n e jo s  machos de 2-3 kg de p e so . Una v ez  s a c r i f i c a -  
dos po r d e c a p ita c iô n  se  e x t r a e  rap id am en te  e l  c e re b ro  y s e  e n f r î a  en s a c a ­
ro s a  i s o tô n ic a  (9.25% ). Se s é p a ra  l a  c o r te z a  de l a  m a te r ia  b la n c a ,  se  t r £  
cea  y se  t r i t u r a  en f r£ o  con ayuda de un hom ogeneizador P o tte r -E lv e h je m  de 
v id r io  usando un volumen ig u a l  de medio A ( s a c a ro s a  0 ,2 5  M; KCl 0 ,025  M; 
MgClg 0 ,005  M; t r i s  0,05M, pH 7 ,6 ) .  E l homogeneizado se  c e n t r i f u g e  a 8 .000  
g d u ra n te  10 m in, se  desecha  e l  r e s id u o  y e l  so b ren ad an te  se  somete  a una 
nueva c e n t r i f u g a c iô n ,  e s t a  v ez  a 105.000 g d u ra n te  una h o ra .  E l sobrenadan  
te  de e s t a  U ltim a c e n t r i f u g a c iô n  (S^^^ q^^) se  g uarda  p a ra  p ro c é d e r  a l  ais^ 
la m ien to  de enzim as, como se  d é t a i l s  mas a d e la n te .  E l r e s id u o ,  f r a c c iô n  
"m icrosom al" , se  la v a  con medio A y se  re su sp en d e  en e l  mismo medio h a s ta  
co n se g u ir  una c o n c e n tra c iô n  aproxim ada de p a r t i c u l e s  de 15 m g/m l. La d e te r  
m inaciôn  de la s  p r o te în a s  m icrosom ales se  r e a l i z e  en l a  form a d e s c r i t a .
2 .1 .2 .2 , FraQoiân enzimâtioa *'pH 5 " . (485),
El so b re n a d a n te  s e  l l e v a  a  pH 5 ,0  m ed ian te  T a  a d ic iô n  de ê c i
do a c ê t ic o  IN con a g i ta c iô n ,  d espuês  de lo  c u a l . s e  d e ja  e s t a r  a 0® d u ra n te  
5 min y se  c e n t r i f u g e .  E l p r e c ip i ta d o ,  com puesto a l  ig u a l  que en  h îg ad o  
p o r enzim as y sRNA, se  la v a  s u p e r f ic ia lm e n te  con agua y se  d is u e lv e  in m ed ia  
tam ente en medio A. A e s t a  d is o lu c iô n  s e  anade s u f i c i e n t e  KOH 0 ,1  N p a ra  
a j u s t a r  e l  pH a  7 ,6  (medido a 0® ). La f r a c c iô n  e n z im â tic a  "pH 5" de c e re b ro  
- a l  ig u a l  que l a  de h îg a d o -e s  e s t a b l e  v a r i a s  sémanas s i  se  co n se rv a  a -10®.
2 .1 .2 .2 , Jncubaoiôn y mediâa de la rad iactividad  (485),
La m ezcla  de in c u b a c iô n  s e  p ré p a ra  m ezclando en tubos de v id r i o  "Py­
re x "  lo s  s ig u ie n te s  com ponentes: p iru v ic o  q u in a sa : 0 ,1 4  mg; êc id o  fosfoeno_l 
p irU v ico  ( s a l  t r i s ô d i c a ) :  10 ym oles; ATP ( s a l  t r i s ô d i c a ) :  1 ,0  ym ol; GTP
( s a l  t r i s ô d i c a ) :  0 ,2 5  ym oles: s a c a ro s a :  250 ym oles; KCl: 25 ym oles; MgClg:
5 ym oles; tampon t r i s ,  pH 7 ,8 :  50 ym oles; f r a c c iô n  e n z im â tic a  "pH 5" 6 so ­
b re n a d a n te  QQQ: 1 mg de p r o te in a ;  f r a c c iô n  m ic ro so m al: 3 mg; am inoâc^
dos m arcados (7 mCi/mmol): 0 ,1  ym ol, E l volum en se  com pléta  con agua h a s ta  
2 ml y e l  a m it r o l  se  anade , en su c a so , en  e l  mismo d is o lv e n te .  La in c u b a ­
c iô n , a is la m ie n to  y c o n ta je  de p r o te in a s  se  e fec tU a  p o r e l  p ro ced im ie n to  
d e s c r i t o  en l a  s e c c iô n  2 .1 .2 .3 .
2 .1 .4 .  P re p a ra c iô n  de un s is te m a  a c e lu la r  de r e t i c u l o c i t o s  de c o n e jo .
2 .1 .4 .1 , Tratamiento previo de los animàleB,
Se u t i l i z a n  co n e jo s  machos de 2-3  kg de peso  en lo s  que se  p rovoca 
l a  r e t i c u l o c i t o s i s  por in y e c c iô n  su b cu tân ea  d i a r i a  de 1 ,0  ml de f e n i l h id r a  
z in a  a l  2,5% d u ra n te  c in co  d îa s  (4 8 6 ). La d is o lu c iô n  de f^ e n ilh id ra z in a , 
a ju s ta d a  a pH 7 ,0  con NaOH y f i l t r a d a  se  co n se rv a  a -15* en p re s e n c ia  de 
g lu t a t i o n  (re d u c id o )  0 ,001  M, guardando en envase  d i s t i n t o  l a  d o si s  de c a -  
da d ia .  E l s e x to  no se  in y e c ta  a lo s  an im ales  y e l  sôptim o d îa  se  le s  s a n -  
g ra  p o r p unciôn  c a rd ia c a  despues de r e c i b i r  una in y e c c iô n  in tra v e n o s a  de 
h e p a r in a  con e l  f i n  de e v i t a r  l a  c o a g u la c iô n  de l a  s a n g re .
2 .1 .4 .2 , Obtenciân de ribosomas (487),
La sa n g re  h e p a r in iz a d a  s e  reco g e  a 4* y se  c e n t r i f u g a  a  2 .500  g duran. 
t e  15 m in. E l p lasm a se  d esech a  y l a s  c ê lu la s  se  la v a n  p o r  re su s p e n s iô n  en 
un volum en ig u a l  a l  d e l  p lasm a de medio A que c o n t ie n e :  NaCl 0 ,1 3  M; KCl 
0 ,005  M; MgClg 0 ,0075  M. La su sp e n s iô n  se  f i l t r a  a t r a v ê s  de una g asa  y s e  
c e n t r i f u g a  como a n te s .  Se recogen  l a s  c ê lu la s  la v a d a s  y s e  provoca su l i -  
s i s  p o r a g i ta c iô n  suave d u ra n te  10 min en c u a tro  volUmenes de MgClg 0 ,002  
M. Se anade a  c o n tin u a c iô n  un volum en de medio C ( s a c a ro s a  1 ,5  M; KCl 0 ,1 5  
M), se  a g i t a  suavem ente y s e  c e n t r i f u g a  a 15 .000  g d u ra n te  10 m in . E l r e s ^  
duo, com puesto p o r e l  estrom a y a lg u n as  c ê lu la s  i n t a c t a s ,  s e  desech a  y l a  
p a r te  s u p e r io r  c l a r a  d e l  so b re n a d a n te  se  reco g e  p o r su c c iô n  y s e  c e n t r i f u ­
ga a 105.000  g d u ra n te  una h o ra .  E l so b re n a d a n te  de e s t a  U ltim a c e n t r i f u -  
f a c iô n  s e  g u ard a  p a ra  a i s l a r  e l  tRNA y l a  f r a c c iô n  e n z im â tic a  AS^^ como se  
d e s c r ib e  mâs t a r d e .  E l r e s id u o ,  form ado p o r r ib o so m as, se  la v a  con un me­
d io  B ( s a c a ro s a  0 ,2 5  M; KHCOg 0 ,0175  M; MgClg 0 ,0 0 2  M) y s e  re su sp en d e  en 
e l  mismo m edio con ayuda de un hom ogeneizador P o tte r-E lv e h je m  con êmbolo de 
t e f l ô n  operado  a mano. Se c e n t r i f u g a  nuevam ente a  105.000 g d u ra n te  una h£  
r a  y e l  sed im en to  se  hom ogeneiza suavem ente en s a c a ro s a  0 ,2 5  H. La su sp e n -
s iô n  de ribosom as s e  c e n t r i f u g a  a 15 .000 g d u ra n te  15 min y e l  sob renadan­
t e  s e  guarda co n g e lad o , despuês de v a lo r a r  l a s  p r o te în a s  r ib o so m a le s  en l a  
form a acostum brada.
2,1 .4,2,  Obtenciân de enzimas {487)
Al so b ren ad an te  de l a  p rim era  c e n t r i f u g a c iô n  a 105.000 g se  anade su ­
f i c i e n t e  tampôn de t r i s  2 ,0  M, pH 7 ,5  p a ra  que l a  c o n c e n tra c iô n  f i n a l  r e ­
s u i t e  de 0 ,1  M. Se a d ic io n a  a c o n t in u a c iô n , con a g i ta c iô n  c o n s ta n te ,  una 
d is o lu c iô n  n e u t r a l iz a d a  de s u l f a to  de p ro tam in a  ( 1 0  mg/ml) h a s ta  a lc a n z a r  
una c o n c e n tra c iô n  f i n a l  de 0 ,1 7  mg/m l, despuês de lo  c u a l s e  d e ja  e s t a r  l a  
m ezcla 30 min en f r i o .  Al cabo de e s t e  tiem po se  reco g e  p o r c e n t r i f u g a c iô n  
e l  p r e c ip i ta d o  de p ro tam in a  RNA formado y se  g uarda  en f r î o  h a s ta  su u t i -  
l i z a c iô n  en l a  p re p a ra c iô n  d e l  tRNA. E l so b ren ad an te  se  l l e v a  a una s a tu -  
ra c iô n  d e l 40% en (NH^^^SO^ po r a d ic iô n  d e l  r e a c t iv o  p u lv e r iz a d o .  La su s ­
p en s iô n  se  d e ja  e s t a r  una h o ra  en f r î o  p a ra  co m p le ta r l a  p r e c i p i t a c iô n ,  s e  
c e n t r i f u g a  y e l  r e s id u o  se  d e sech a . El so b re n a d a n te  se  l l e v a  ah o ra  a una 
s a tu r a c iô n  d e l 70% en (NH^)2 S0 ^ en l a  misma form a que a n te s  y ,  despuês de 
e s p e ra r  una h o ra  se  c e n t r i f u g a  a 15.000 g d u ra n te  10 m in. E l p r e c ip i ta d o  de 
p r o te în a s  se  la v a  por su sp e n siô n  en un tampôn de t r i s  0 ,1  M, pH 7 ,5  que co£  
t i e n e  (NH^)2 S0 ^ (70% s a t . )  y se  c e n t r i f u g a  de ig u a l  modo. E l re s id u o  la v a ­
do se  d is u e lv e  en un tampôn de t r i s  0 ,1  M pH 7 ,5  (se  debe u t i l i z e r  un vo lii 
men de tampôn p o r cada c in co  volUmenes de so b ren ad an te  de p a r t i d a )  y se  
d i a l i z a  d u ra n te  18 h o ra s  f r e n t e  a un medio com puesto de t r i s  0 ,0 2  M, g lu t£  
t i o n  (red u c id o ) 0 ,001  M y ac id o  e t i le n d ia m in o te t r a a c ê t ic o  0 ,0 0 0 1  M (pH»7,5) 
que se  cambia dos v e c e s .  La d is o lu c iô n  r é s u l t a n t e  - f r a c c iô n  e n z im â tic a  ASy^- 
se  co n serv a  a -2 0 ° en p r e s e n c ia  de g lu t a t i o n  (re d u c id o )  0 ,0 2 5  M y âc id o  
e t i le n d ia m in o te t r a a c ê t ic o  0 ,0025  M.
A d i f e r e n c ia  de l a s  f r a c c io n e s  "pH 5" de h îg ad o  y c e re b ro ,  l a  f r a c c iô n  
ASyg c o n tie n e  s ô lo  l a s  enzim as n e c e s a r ia s  p a ra  l a  b i o s î n t e s i s  in  v i t r o  de 
p r o te în a s ,  ya que e l  RNA ha s id o  p rev ia m en te  e lim in ad o  p o r e l  t r a ta m ie n to  
con p ro tam in a .
2,1 ,4 ,^ ,  Obtenciân de tRM (488),
E l p r e c ip i ta d o  de p ro ta m in a -  RNA s e  d is u e lv e  en un tampôn de f o s f a to  
p o tâ s ic o  IM (pH « 6 ,5 )  u t i l i z a n d ù  un volum en ig u a l  a l a  décim a p a r t e  d e l  de 
l a s  c ê lu la s  de p a r t i d a .  Se anade un volum en ig u a l  de fe n o l  a l  90% y se  ag^ 
t a  fu e r te m e n te  a te m p e ra tu ra  am bian te  d u ra n te  una h o ra .  La em u lsiô n  r é s u l ­
t a n te  se  c e n t r i f u g a  a 10.000 g p o r e sp a c io  de 10 m in. Se s é p a ra  l a  capa 
acu o sa  ( i n f e r i o r )  y l a  f e n ô l i c a  se  a g i t a  de l a  misma form a con un volumen
ig u a l  de agua . Despuês de una nueva c e n t r i f u g a c iô n ,  l a  m ezcla  de capas aeue 
* sa s  s e  som ete a  d i a l i s i s  f r e n t e  a  2Q0 volum enes de tampÔn de t r i s  0 ,0 2  M 
pH 7 ,5  d u ra n te  3 -4  h o ra s ,  a l  cabo de l a s  c u a le s  s e  anade 0 ,1  volum en de una 
d is o lu c iô n  de a c e ta to  p o ta s ic o  a l  20%. D espuês de a j u s t a r  e l  pH a  5 ,5 -6 ,0  
se  a d ic io n a n  dos volum enes de e ta n o l  f r i o  y se  g u ard a  l a  m ezcla  d u ra n te  
10-12 h o ra s  a 0 ° .  E l RNA p r e c ip i ta d o  s e  reco g e  p o r c e n t r i f u g a c iô n  a 10 .000  
g d u ra n te  10 m in y s e  d is u e lv e  en una pequena c a n tid a d  de ag ua . E l exceso  
de a c e ta to  p o tâ s ic o  se  é lim in a  m ed ian te  d i â l i s i s  f r e n t e  a  un tampôn de t r i s  
0 ,02  M a pH 7 ,5 ,  cambiado dos v e c e s ,  d u ra n te  12 h o ra s .  La c o n c e n tra c iô n  de 
tRNA en l a  d is o lu c iô n  r é s u l t a n t e  se  d é te rm in a  m ed ian te  e s p e c tro fo to m e tr f a  
u l t r a v i o l e t a  a 260 nm.
2.1.4, S, Incubaoiôn y medida de radiactividad.
En l a  p r é s e n te  in v e s t ig a c iô n  se  h a  u t i l i z a d o  l a  m ezcla  de in c u b a c iô n  
p ro p u e s ta  p o r A lle n  y Schweet (4 8 7 ) , p e ro  e l  s is te m a  re g e n e ra d o r  de ATP e £  
ta b a  com puesto p o r p iru v ic o  q u in a sa  (0 ,1 4  mg) y â c id o  fo s fo e n o lp irô v ic o  (10 
ym oles) en vez de c ro a t in q u in a s a  y f o s f a to  de c r e a t in a .  E l medio c o n t ie n e ,  
adem âs, en un volum en f i n a l  de 2 m l: tRNA 50-100 Ug; ATP ( s a l  t r i s ô d i c a ) :
1 ,0  ym ol; tampôn de t r i s - H C l ,  pH 7 ,5 :  50 ym oles; g lu t a t i o n  (form a re d u c id a ) :  
20 ym oles; KCl: 50 ym oles; GTP ( s a l  t r i s ô d i c a ) :  0 ,2 5  ym oles; MgCl^: 5 ymo­
l e s ;  f r a c c iô n  e n z im â tic a  AS__: 1-2  mg; rib o so m as: 4 -8  mg; am inoâcidos-^^C :
12(7mCi/mmol): 0 ,1  ym ol; am inoâcidoa? C: 0 ,1  ymol de cada uno .
La in c u b ac iô n  s e  d e s a r r o l l a  en l a  form a in d ic a d a  a n te r io rm e n te ,  y l a  
re a c c iô n  se  d e t ie n e  p o r  a d ic iô n  de 2  ml de â c id o  t r i c l o r o a c ê t i c o  a l  1 0 % 
f r i o .  Las p r o te în a s  s e  a i s l a n  p o r una m o d if ic a c iô n  d e l  mêtodo de S ie k e v itz  
(482) que c o n s is te  en r e d i s o lv e r  e l  p r e c ip i ta d o  en NaOH 1 N ( 0 .5 -1 .0  m l) 
despuês d e l  segundo lav ad o  con â c id o  t r i c l o r o a c ê t i c o ,  p a ra  v o lv e r  a  p r e c i ­
p i t a r ,  a l  cabo de dos m inu tos e x a c to s ,  con e l  mismo r e a c t iv o  (4 8 7 ). La r £  
d ia c t iv id a d  in c o rp o ra d a  en l a s  p r o te în a s  se  d é te rm in a  en l a  form a d e s c r i t a .
2 .1 .5 .  Ensayo de a c t iv id a d  de l a s  am inoâcido-tRNA l i g a s a s .
La d e te rm in a c iô n  de l a  a c t iv id a d  de am inoâcido-tRNA (AMP) l i g a s a s
(EC 6 . 1 .1 . - )  s e  ha r e a l iz a d o  p o r un mêtodo o r i g i n a l ,  m id iendo l a  d e s a p a r i -
32c iô n  de a c t iv id a d  de ATP-y- P en p r e s e n c ia  de p i r o f o s f a to  no rm al.
2,1,6,1,  'Preparaciôn de ATP-y- P,
32E l ATP-y- P s e  p ré p a ra  p o r e l  mêtodo de Glynn y C h ap p e ll (4 8 9 ), que 
ap rovecha l a  re a c c iô n  de e q u i l i b r i o :
â c id o  3 - f o s f o g l ic ê r ic o  + ATP  : â c id o  1 ,3 - d i f o s f o g l i c ê r i c o  + ADP
E l âc id o  1 ,3 - d i f o s f o g l i c ê r i c o  s e  p ré p a ra  " in  s i t u "  p o r f o s f o r i l a c i ê n  e n z i­
m â tic a  d e l  3 - f o s f o g l i c ê r i c o .  '
P a ra  e l l o  s e  m ezclan  en un tubo  de e n sa y o .e n  e l  o rd en  in d ic a d o ; 5 ml 
de t r i s  1 .0  M, pH 8 .0 ,  que c o n tie n e  MgClg 0 .012  M; 1 ml de c i s t e î n a  0 .0 2  
M en NaOH 0 .1  N; 1 ml de una d is o lu c iô n  de ATP ( s a l  d is ô d ic a )  0 .0 6  M; 1 
ml de âc id o  3 - f o s f o g l i c ê r i c o . ( s a l  t r ic ic lo h e x i la m ô n ic a )  0 .0 1  M; 1 ml de 
Na^ PO^ en NaCl 0 .1 4  M a pH 7 .0 ;  1 mg de g l i c e r a ld e h id o - 3 - f o s f a to  d e s h i -  
d ro g en asa  suspend ido  en 100 y l  de (NH^)2 S0 ^ 2 .5  M; 100 yg de f o s f o g l i c e r o -  
q u in a sa  de le v a d u ra  su sp en d id a  en 50 y l  de (NH^)2 S0 ^ 2 .7  M que c o n tie n e  
Na^?2 0 y 0 .0 4  M a pH 7 .0 .
Despuês de e fe c tu a d a  l a  m ezcla  se  anade agua h a s ta  un volum en f i n a l  
de 10 ml y se  in cu b a  d u ra n te  una h o ra  en bano de agua a 26*. Al cabo de e £  
t e  tiem po , e l  co n ten id o  d e l tubo  s e  v i e r t e  so b re  50 ml de e ta n o l  d e l  96% 
f r î o ,  se  la v a  e l  tubo  con 10 ml de e ta n o l  d e l  17% ( v o l /v o l)  y e l  l&vado se  
anade a l a  m ezcla a n t e r i o r .  E s ta  t i e n e  en e s te  momento a s p e c to  o p a le s c e n te  
y se  a c la r a  p o r a d ic iô n  de agua (aproxim adam ente 3 m l ) . De l a  d is o lu c iô n  
r é s u l t a n t e  (unos 73 m l) se  toma una m u e stra  de 0 .5  ml p a ra  d e te rm in a r  l a  
a c t iv id a d  y c o n c e n tra c iô n  d e l  ATP y e l  r e s to  s e  c o n c e n tra  a  40* b a jo  v a c îo  
h a s ta  un volumen de 1 0  m l.
E l co n cen trad o  se  f i l t r a  p o r p a p e l Whatman n* 1 y a c o n t in u a c iô n  se  
p a sa  a una columna que c o n tie n e  1 g de Dowex 1 , con una a l t u r a  de lech o  de
3 .5  cm. E l p a p e l de f i l t r o  se  la v a  con 10 ml de agua y e s t e  la v ad o  se  ana­
de a  l a  colum na, que se  la v a  a  c o n t in u a c iô n  con 40 ml de NH^Cl 0 .0 2 0  M en 
HCl 0 .020  N que é lim in a  e l  ADP, f o s f a to  in o rg â n ic o  y l a s  t r a z a s  de AMP que 
p u d ie ra n  e x i s t i r  en l a  m ezcla de r e a c c iô n .  Se p asan  p o r l a  colum na, inmedija 
tam en te  d esp u ês , 40 ml de agua p a ra  e l im in a r  e l  NH  ^ y ,  f in a lm e n te ,  e l  ATP 
se  e lu y e  con HCl 0 .2 5  N.
E l e lu id o  se  reco g e  en f r î o  y a  lo s  p rim ero s  14 ml s e  anade t r i s  b ase  
1 M en c a n tid a d  s u f i c i e n t e  p a ra  l l e v a r  e l  pH a 7 .4  (o rd in a r ia m e n te  se  nec_e 
s i t a n  3 .4  ml ap rox im adam ente). La re c u p e ra c iô n  d e l  ATP s u e le  s e r  d e l  60%.
S i se desease mayor rendimiento serîa necesario seguir eluyendo con HCl, a 
Costa de diluir el ATP.
En e l  e lu id o  l a  c o n c e n tra c iô n  de ATP s u e le  s e r  de 2 y m o les /m l. Con e l  
f i n  de o b te n e r  d is o lu c io n e s  mâs c o n c e n tra d a s  y e l im in a r  e l  t r i s  (cuya con­
c e n tr a c iô n  es  aproxim adam ente 0 .2 5  M), l a  m ezcla  s e  som ete a  c ro m a to g ra f îa  
c e n tr i fu g a d a  (490) so b re  N o r it  5X -1. E l carbôn  a c t iv o  (0 .5  g) se  la v a  p r e -
Vlam ente  con 5 ml de agua y se  anade d espuês so b re  l a  columna l a  d is o lu c id n  
de ATP en t r i s .  Se c e n t r i f u g a  a 2 .000  rpm d u ra n te  10 m in u to s , con lo  que 
todb e l  ATP se  a d so rb e , y despuês s e  la v a  t r è s  v ece s  con 5 ml de ag u a , cen 
t r i fu g a n d o  de ig u a l  fo rm a. E l t r i s  y e l  p o s ib le  f o s f a to  in o rg â n ic o  p asan  
con e l  agua de lavado  y e l  ATP se  e lu y e  con e ta n o l  a l  50% que c o n tie n e  un 
1% de NH^OH. Se s ig u e  pasando e lu y e n te  h a s ta  que l a  a b so rb a n c ia  a 260 nm • 
sea  d e s p re c ia b le .  O rd in a riam en te  son  n e c e s a r io s  50 ml d e l  medio de e lu c iô n  
p a ra  re c u p e ra r  un 80% d e l ATP a d so rb id o .
El e lu id o ,  f in a lm e n te ,  se  f i l t r a  p o r membranas M il l ip o re  de 0 . 80ym de 
d iâm etro  de poro  p a ra  e l im in a r  e l  carb o n  a c t iv o  y se  l l e v a  a sequedad p o r 
l i o f i l i z a c i ô n .
2.1 .5.2.  Interoamhio ATP-PP.
P ara  d e te rm in a r  l a  a c t iv id a d  de l i g a s a s  h ac ien d o  uso d e . l a  r e a c t io n
de in te rc a m b io  ATP-PP se  p ré p a ra  una m ezcla  que c o n tie n e  p o r cada m l: ATP-
32-  P : 5 ymoles (ap ro x . 50.000  cpm ); MgCl^: 10 ym oles; Na^PgOy: 50 ym oles; 
NaF: 50 ym oles; tampon de t r i s ,  pH 7 ,8 :  100 ym oles; am inoâcidos-^^C : 3 ym£ 
le s  de cada uno. La m ezcla se  é q u i l ib r a  a  37* en bano de agua y l a  r e a c t io n  
se  com ienza por a d ic iô n  de l a  f r a c c iô n  e n z im â tic a  "pH 5" o , a l te rn a t iv a m e n  
t e ,  d e l  so b ren ad an te  de 105.000 g ( f r a c c iô n  s o lu b le )  en t a l  c a n tid a d  que l a  
c o n c e n tra c iô n  f i n a l  de p r o te in a  en e l  medio de in c u b a c iô n  se a  de 1  mg/ml.
Al mismo tiem po se  d e s a r r o l l a  un b la n c o  en e l  que l a  p re p a ra c iô n  e n z im â tic a  
se  s u s t i tu y e  por agua d e s t i l a d a .
A in te r v a lo s  de tiem po v a r ia b le s  s e  toman a l îc u o ta s  de l a  m ezcla de 
in c u b a c iô n  de 1 0 0  y l ,  que s e  p ip e te a n ,  p a ra  d e te n e r  l a  r e a c c iô n ,  so b re  e l  
mismo volumen de âc id o  t r i c l o r o a c ê t i c o  a l  1 0 % m antenido  en  bano de h i e l o .
E l p r e c ip i ta d o  de p r o te în a s  se  é l im in a  p o r  c e n t r i f u g a c iô n  y se  a p l ic a n  10 
y l  d e l  so b ren ad an te  so b re  p a p e l Whatman n* 1 , lav ad o  p rev ia m en te  con una djL 
s o lu c iô n  0 .1  M de â c id o  e t i l e n d ia m in o te t r a a c ê t ic o  (EDTA). La s e p a ra t io n  
d e l  ATP se  e fe c tu a  p o r c ro m a to g ra f îa  d e sc e n d a n te  a  te m p e ra tu ra  am bian te  dy 
r a n te  18-20 h o ras  en un s is te m a  de d i s o lv e n te s ,  re c ie n te m e n te  p rep arad o  
p o r m ezcla de 8  volum enes de is o p ro p a n o l y 1 0  de una d is o lu c iô n  de â c id o  
acêtico-NH^OH 1 N- EDTA 0 .1  M (5 1 :5 0 :1 .5  en vo lum en).
Una vez d e s a r ro lla d o ^  e l  crom atogram a s e  pone en c o n ta c te ,  en r.âmara 
o sc u ra  con p ap e l f o to g r â f i c o  (V alca , p a ra  fo to c o p ia s )  y se  ilu m in a  con lu z  
u l t r a v i o l e t a  d u ra n te  7 s e g . E l p a p e l im p resio n ad o  se  r a v a la  y se  f i j a  (5 y
f
15 min re sp e c tiv a m e n te )  u t i l i z a n d o  p ro d u c to s  c o m e rc ia le s  c o n v e n c io n a le s , y ,  
con su  ayuda, se  s i tu a n  exac tam en te  l a s  manchas de ATP so b re  e l  cromatogra_ 
ma. Se r e c o r ta n  e s ta s  y l a  a c t iv id a d  se  mide d ire c ta m e n te  so b re  e l  p a p e l .
En la s  e x p e r ie n c ia s  que s e  d e s c r ib e n  mâs a d e la n te  se  ha u t i l i z a d o  un tubo 
G eiger acop lado  a un am p lificacfo r y e s c a la  modelo JEN E 26. En a lg u n as  ex­
p e r ie n c ia s  se  ha r e a l iz a d o  a d ic io n a lm e n te  una a u to r r a d io g r a f îa  d e l crom at£  
grama a l  o b je to  de com probar lo s  r e s u l t a d o s .
2 .2 .  BIOSINTESIS IN VIVO DE PROTEINAS
2 .2 .1 .  T ra tam ien to  p re v io  de lo s  a n im a le s .
Se han u t i l i z a d o  r a t a s  a lb in a s  a d u l t a s ,  machos o hem bras segUn l a s  ex 
p e r ie n c ia s ,  p e ro  siem pre  en l o t e s  homogâneos en sexo y edad . Los an im ales 
som etidos a t r a ta m ie n to  se  in y e c ta n  por v ia  in t r a p e r i t o n e a l  con a m itro l  di^ 
s u e l to  en NaCl 0,9% en d o si s  v a r ia b le s  que se  in d ic a n  en l a  d e s c r ip c iô n  de 
cada e x p e r ie n c ia .  Los an im ales  de c o n t ro l  r e c ib e n ,  en lo s  mismos d îa s  NaCl 
0,9% p o r l a  misma v î a .  En e l  t r a n s c u r s o  de a lg u n as  e x p e r ie n c ia s  se  ha re c £  
g id o , p a ra  su  p o s te r i o r  a n â l i s i s ,  l a  o r in a  de lo s  a n im a le s .
2 .2 .2 .  In c o rp o ra c iô n  de am inoâcidos-^^C  in  v iv o .
Los a n im a le s , m anten idos con una d i e t a  p a t rô n  se  t r a t a n  en l a  forma
d e s c r i t a  d u ra n te  p é r io d e s  de tiem po v a r i a b l e s .  Al f i n a l  d e l  t r a ta m ie n to  se
s u s t i tu y e  e l  a lim e n te  p o r una d ie ta  p re p a ra d a  con caseîna-N aH CO ., Doce h o -
14r a s  despues s e  in y e c ta  a to d o s lo s  an im ales  l e u c in a - 1 -  C, d i s u e l t a  en NaCl 
0,9% , p o r v îa  in tra m u s c u la r  (20-100yCi/Kg de p e s o ) .  Una h o ra  despues de e£  
ta  in y e c c iô n  lo s  a n im a le s , p rev iam en te  a n e s te s ia d o s  con â t e r ,  se  s a c r i f i ­
can p o r punciôn  c a rd ia c a .  Se e x tra e n  râp id am en te  e l  h îg ad o  y e l  bazo que 
se  la v a n  con NaCl 0,9% f r î o ,  se  s e c a n 'c o n  p a p e l de f i l t r o ,  se  tro c e a n  y se  
congelan  en a i r e  l î q u id o .  Las m u e stra s  de t e j i d o s  se  guardan  a -20* h a s ta  
su u t i l i z a c i ô n .  La s a n g re , re c o g id a  en tu b o s  de c e n t r î f u g a ,  se  d e ja  coagu- 
l a r  a 15* d u ra n te  1-2  h o ra s .  Al cabo de e s t e  tiem po , s e  s é p a ra  e l  coâgu lo  
por c e n t r i f u g a c iô n  y e l  su e ro  s e  co n se rv a  a 0 -5 * .
Los t e j i d o s  tro c e a d o s  y congelados se  hom ogeneizan en 8-10 volUmenes 
de â c id o  t r i c l o r o a c ê t i c o  a l  10% f r î o  (4 9 1 ) . E l p r e c ip i ta d o  se  reco g e  p o r 
c e n tr i fu g a c iô n  y ,  a p a r t i r  de ê l ,  se  a i s l a n  l a s  p r o te în a s  p o r e l  mêtodo de 
S ie k e v itz  (4 8 2 ). La d e te rm in a c iô n  de l a  r a d ia c t iv id a d  in c o rp o ra d a  en  l a s
p ro te în a s  se  r e a l i z e  p o r c o n ta je  a  e s p e so r  i n f i n i t o  en  p la n c h e ta s  de p o l i
2
(m e ta c r i la to  de m e ti lo )  de 1 cm en l a  form a d e s c r i t a  a n te r io rm e n te .  La ac
t iv id a d  de la s  p r o te în a s  de su e ro  s e  d e te rm in an  p o r l a  m o d if ic a c iô n  d e l  mÔ 
todo de Mans y N o v e ll i  (492) p ro p u e s ta  p o r Bennet y c o l .  (4 6 9 ) . Se d e p o s i-  
ta n  50 y l  de su e ro  en e l  c e n tro  de d is c o s  d e^ p ap e l Whatman 3 MM de 2 ,6  cm 
de d iâ m etro  que se  sum ergen en âc id o  t r i c l o r o a c ê t i c o  a l  5% f r î o  d u ra n te  5 
m in. E l p r e c ip i ta d o  de p r o te în a s  queda, de e s t a  fo rm a, o c lu îd o  e n t r e  T as  
f ib r a s  d e l  p a p e l ,  p o r lo  que se  p ro céd é  a l  lav ad o  d e l  mismo con l a  s e r i e  
de d is o lv e n te s  d e s c r i t a  en l a  s e c c iô n  2 .1 .2 .3 .  F in a l iz a d o  e l  u ltim o  lav ad o  
con ê t e r  lo s  d is c o s  se  a d h ie re n  a p la n c h e ta s  de a c e ro  in o x id a b le  de 1 " de 
d iâm etro  y se  d e ja n  s e c a r  a l  a i r e  a te m p e ra tu ra  am b ian te . E l c o n ta je  de l a s  
m u e stra s  a s î  p re p a ra d a s  se  e f e c tu a  en un co n tad o r G eiger s in  n e c e s id a d  de 
a p l i c a r  c o r re c c io n e s  de a u to a b so rc iô n  ya  que e l  e s p e so r  de l a  capa de p ro ­
te în a s  es  ig u a l  a l  d e l  p a p e l y ,  p o r t a n to ,  puede c o n s id e ra r s e  c o n s ta n te .
2 .2 .3 .  V a lo ra c iô n  s im u ltâ n e a  de p r o te î n a s ,  â c id o s  n u c le ic o s  y l îp id o s  en 
h îg a d o .
2.2 ,2,1,  Separaoiân se teo tiva ,
E l e s tu d io  de l a  in f lu e n c ia  d e l  a m it ro l  so b re  e l  c o n te n id o  de p ro te T  
n a s ,  â c id o s  n u c le ic o s  y l î p id o s  en h îgado  de r a t a  se  ha l le v a d o  a  cabo p r e v ia  se 
p a ra c iô n  s e l e c t i v e  de e s to s  com ponentes p o r e l  mêtodo de Shibko y c o l . (4 9 3 ) .
P a ra  e l l o ,  lo s  an im ale s  se  han d iv id id o  en dos g rupos que han r e c i -  
b id o ,  en l a  form a d e s c r i t a ,  a m itro l  (1 g/Kg) y NaCl a l  0,9% . Al f i n a l  d e l  
t r a ta m ie n to  la s  r a t a s  se  s a c r i f i c a n  p o r d e c a p i ta c iô n ,  se  e x t r a e  râp idam en­
t e  e l  h îg a d o , se  t r o c e a ,  s e  la v a  con tampôn f o s f a to  0 ,1  M, pH 7 ,5 ,  se  se c a  
con p a p e l de f i l t r o  y se  p e s a .  Inm ed iatam en te  e l  h îg ad o  tro c e a d o  se  homo­
g e n e iz a  en e l  mismo tampôn ( 1  m l/g  de h îg a d o ) y s e  d i lu y e  con agua d e s t i l a  
da h a s ta  16 volum enes. Todas e s ta s  o p e ra c io n e s  s e  r e a l i z a n  a te m p e ra tu ra  
de 0 -4 * .
A 10 ml d e l  hom ogeneizado d i lu id o  s e  anade en to n ces  1 ml de HCIO^ a l  
70% f r î o  y se  d e ja  e s t a r  l a  m ezcla d u ra n te  15 min a  0 * . A l cabo de e s t e  
tiem po e l  p r e c ip i ta d o  se  s é p a ra  p o r c e n t r i f u g a c iô n  y se  la v a  dos v ece s  con 
!♦» ml de HCIO^ a l  5% f r î o .  Los so b re n a d a n te s  de e s to s  la v a d o s , ju n to  con e l  
de l a  p rim e ra  c e n t r i f u g a c iô n  ( f r a c c iô n  â c id o - s o lu b le )  se  guardan  a - 2 0 *ha£ 
t a  su p o s te r i o r  u t i l i z a c i ô n  p a ra  l a  v a lo ra c iô n  de am inoâcidos l i b r e s .
E l p r e c ip i ta d o  se  re su sp en d e  en  18 ml de NaOH 0 ,3  N y se  incu b a  a  37* 
d u ra n te  una h o ra .  E s te  t r a ta m ie n to  h id r o l i z a  p a rc ia lm e n te  e l  RNA. La d i s o ­
lu c iô n  r é s u l t a n t e  se  e n f r î a ,  se  ahaden 2 ml de HCIO^ a l  70%, se  d e ja  d u ran
t e  10 min a  0® y s e  c e n t r i f u g a .  E l p r e c ip i ta d o  se  la v a  p o s te r io rm e n te  con 
10 ml de HCIO^ a l  5%. Los o l ig p r r ib o n u c le o t id o s  r é s u l t a n t e s  de l a  h id rô M  
s i s  p a r c i a l  d e l  RNA no p r e c ip i t a n  en e s ta s  c o n d ic io n e s , p o r lo  que lo s  so ­
b re n a d a n te s  combinados (S -1 ) s e  guardan  p a ra  su p o s t e r i o r  a n â l i s i s .
E l p r e c ip i ta d o  se  resu sp en d e  a c o n tin u a c iô n  en 8  ml de HCIO^ a l  1,5% 
y se  c a l i e n t a  a 90* d u ra n te  20 m in, con lo  que e l  DNA s e  h i d r o l i z a  p a r c i a l  
m ente. La d is o lu c iô n  se  e n f r î a ,  se  ahaden 0 ,5  ml de HCIO^ a l  70% y se  d e ja  
10 min a 0* . E l p r e c ip i ta d o  - p r o te în a s  y l î p i d o s -  se  la v a  con 10 ml de 
HCIO^ a l  1,5% p a ra  e l im in a r  lo s  o lig o d e s o x ir r ib o n u c le o t id o s  y e l  so b re n a ­
d an te  de e s te  lavado  se  reu n e  con e l  de l a  c e n t r i f u g a c iô n  a n t e r i o r  (S~2) y 
se  guarda p a ra  l a  e s tim a c iô n  p o s te r io r  d e l  DNA.
E l p r e c ip i ta d o  se  la v a  con 20 ml de HCIO^ à l  0,35% en e t a n o l ,  despuÔs 
con 10 ml de una m ezcla de e ta n o l-c lo ro fo rm o  (3 :1 )  en f r î o ,  o t r o s  10 ml de 
l a  misma m ezcla a  37*a lo s  que se  ahaden 5 ml de hexano y ,  f in a lm e n te ,  con 
20 ml de ê t e r .  Los l î p id o s  se  e x tra e n  to ta lm e n te  con e s t a  s e r i e  de la v a d o s , 
p o r lo  que la s  d is o lu c io n e s  r é s u l t a n te s  se  reunen  (S -3) y s e  g u ardan  p a ra  
su  v a lo ra c iô n .
Las p r o te în a s  p r e c ip i ta d a s  se  d e ja n  a l  a i r e  h a s ta  l a  e l im in a c iô n  t o ­
t a l  d e l ê t e r ,  despuês de lo  c u a l se  secan  a  1 0 2 * d u ra n te  2 0  m in .
Todas l a s  c e n tr i fu g a c io n e s  m encionadas en e s te  a p a r ta d o  se  han  r e a l i ­
zado en una c e n t r î f u g a  M artin  C h r is t  J u n io r  I I  a 6 .000  rpm d u ra n te  20 m in,
2.2 .3.2,  Valoraoiân de proteinas.
La c a n tid a d  de p r o te în a s  p ré s e n te s  en e l  h îgado  es lo  s u f ic ie n te m e n te  
a l t a  p a ra  que l a  d e te rm in a c iô n  de l a s  p r é s e n ta s  en e l  p r e c ip i ta d o  pueda 
r e a l i z a r s e  p o r p esada  (4 9 3 ). En e f e c to ,  e l  p r e c ip i ta d o  s e c o , una vez  e l in T  
nada l a  f r a c c iô n  s o lu b le  (que c o n tie n e  tam biêh  e l  g lu c ô g e n o ) , lo s  â c id o s  
n u c le ic o s  y lo s  l î p i d o s ,  e s t â  ex c lu siv am e n te  com puesto p o r p r o te în a s  y su  
c a n tid a d  p e rm ite  una v a lo ra c iô n  g ra v im ê tr ic a  con poco e r r o r .  Se ha a d o p ta -  
d o , p u e s , e s t e  mêtodo en vez  de una v a lo ra c iô n  c o lo r im ê t r ic a ,  que im p lic a -  
r î a  l a  s o lu b i l i z a c iô n  d e l  p r e c ip i ta d o .
2.2.2.2,  Valoraoiân del RNA,
La f r a c c iô n  S-1 c o n tie n e  -  como acaba  de in d ic a r s e  -  lo s  o l i g o r r ib o -  
n u c le o tid o s  p ro c é d a n te s  de l a  h i d r ô l i s i s  p a r c i a l  d e l  RNA, p e ro  pueden 
tam biên  e s t a r  p ré s e n ta s  a lg u n a s  p r o te în a s  que s e  hayan s o lu b l l i z a d o  p o r 
e l  t r a ta m ie n to  con NaOH en c a l i e n t e .  La r e la c iô n  p ro teînas/R N A  en  T a  f r a c
c io n  S-1 se  ha  estim ad o  a p a r t i r  de lo s  v a lo re s  de l a  a b so rb a n c ia  de l a  di^ 
s o lu c iô n  a 280 y 2 6 0  nm, m edidas so b re  e l  p s p e c tro  de l a  mism a, r e a l iz a d o  
en un e s p e c tro fo tô m e tro  Beckman DB-G, .
Como se  v e ra  mas a d e la n te ,  l a  con tam in ac iô n  de p r o te în a s  en l a  f r a c ­
c iô n  S-1 es pequena , lo  que p e rm ite  l a  v a lo ra c iô n  d i r e c t a  de lo s  p o l in u -
c lé o t id o s  a p a r t i r  de l a  a b s o rb a n c ia  a 260 nm, u t i l i z a n d o  un c o e f i c ie n te  de
-1  -1 .e x t in c io n  de 35 .9  ymoles ml cm y suponiendo un peso  m o lecu la r medio de 
1303 p a ra  lo s  fragm en tos de h i d r ô l i s i s  (4 9 4 ).
2. 2. 3. 4, Valoraoiân de DNA,
Los p ro d u c to s  de d eg rad a c iô n  d e l  DNA p ré s e n te s  en l a  f r a c c iô n  S-2 se  
han d e term inado  m ed ian te  v a lo ra c iô n  c o lo r im ê t r ic a  de lo s  r e s to s  de d e s o x i-  
r r ib o s a  con d if e n i la m in a  (4 9 5 ). E l r e a c t iv o  s e  p ré p a ra  m ezclando lo s  s igu ie jn  
te s  com puestos: a c id o  a c ê t ic o  g l a c i a l  (M erck), 150 m l; d if e n i la m in a  (Merck) 
2 ,25  g ; ac id o  s u l f u r i c o  (d = 1 .8 4 ), 2 ,2 5  m l; d is o lu c iô n  acuosa  de a c e ta ld e h i -  
do (16 m g/m l), 1 . 1 2  m l.
A 2 ml de l a  f r a c c iô n  S-2 se  ahaden 4 d e l  r e a c t iv o  de d if e n i la m in a  r e ­
c ie n te m e n te  p rep a rad o  y se  d e ja  l a  m ezcla en  l a  o sc u rid a d  d u ra n te  16-30 ho­
r a s .  A l cabo de e s te  tiem po se  mide l a  a b so rb a n c ia  de l a  d is o lu c iô n  f r e n t e  
a un b la n c o , d e s a r ro l la d o  en id ê n t ic a  fo rm a, en e l  que l a  f r a c c iô n  S-2 se  
s u s t i tu y e  po r HCIO^ a l  3,3% con e l  f i n  de a j u s t a r  l a  a c id e z  a l  mismo v a lo r  
d e l p rob lem a. La cu rva  p a trô n  se  c o n s tru y e  sim u ltên eam en te  con c a n tid a d e s  
conocidad  de d e s o x ir r ib o s a  (Sigma Chem. C o.) çom prendidas en e l  in t e r v a lo  
de c o n c e n tra c io n e s  de 0 .1  a 0 .4  yM.
E l mêtodo d e s c r i t o  v a lo ra  e x c lu s iv a m e n te T a  d e s o x i r r ib o s a .  Los r e s u l t £  
dos se  ex p re san  en mg de DNA, suponiendo  ig u a l  l a  p ro p o rc iô n  de lo s  c u a tro  
d e s o x ir r ib o n u c le o t id o s  en l a s  m u e stra s  a n a l iz a d a s .
2,2,2,  S, Valoraoiân de lip idoe to ta le s .
La f r a c c iô n  S-3 se  a g i t a  con una m ezcla  de 50 ml de hexano y 100 ml de 
agua y se  d e c a n ta  l a  f a s e  o rg â n ic a  que c o n tie n e  lo s  l î p i d o s .  E l d is o lv e n te  
se  é l im in a  s in  l l e g a r  a sequedad por d e s t i l a c i ô n  a v a c îo .  E l re s id u o  se  p a -  
sa  c u a n t i ta t iv a m e n te  a  p e s a s u b s ta n c ia s  ta ra d o  se  é l im in a  e l  r e s to  d e l  d i ­
s o lv e n te  a v a c îo  y se  d e te rm in an  g ra v im ê tric a m e n te  lo s  l î p id o s .
2 .2 .4 .  V a lo ra c iô n  de am in o ac id o s .
2,2 ,4,1 ,  Preparaoiân de las muestras,
Los am inoâcidos l i b r e s  se  v a lo ra n  a  p a r t i r  de l a  f r a c c iô n  s o lu b le  en 
â c id o  p e r c lô r ic o  (v êase  2 .2 .3 .1 ) .  La d is o lu c iô n  se  l l e v a  a pH 7 con KOH 5
N a 0® con ayuda de un pH-m etrb Beckman, modelo E xpandom atic. E l p r e c i p i t a ­
do de KClO^ se  s é p a ra  p o r f i l t r a c i o n  en f r î o  y l a  d is o lu c iô n  r é s u l t a n t e  se  
c o n c e n tra  a sequedad b a jo  v a c îo .  Se anade a l  r e s id u o  tampon c i t r a t o  0 ,2  N, 
ph 2 ,2  (496) (* ) .  (10 ml po r gramo de h îgado ) y se  c e n t r i f u g a  p a ra  s e p a ra r
e l  r e s to  de KCIO^ que no se  d is u e lv e  en e s te  m edio.
2 , 2 , 4 . 2 , Valoraoiân de aminoâoidos to ta le s .
Se ha u t i l i z a d o  e l  mêtodo c o lo r im ê tr ic o  de Moore y S te in  (4 9 7 ). E l r e a £  
t iv o  se  p ré p a ra  d is o lv ie n d o  4 g de n in h id r in a  y 0 ,6  de h id r in d a n t in a  en 150 
ml de m e to x ie ta n o l exen to  de p e ro x id o s , p rocurando  que no se  em ulsione a i r e  
en e l  l îq u id o .  Se ahaden 50 ml de tampôn a c ê t ic o - a c e ta to  4 N, pH 5 .5 1  y l a  
d is o lu c iô n  se  p asa  inm ed iatam eh te  a un f r a s c o  de v id r io  to p a c io  y se  con­
se rv a  b a jo  n i t rô g e n o . E l r e a c t iv o  es e s ta b le  una semana s i  se  co n se rv a  en 
la  o s c u r id a d .
La h id r in d a n t in a  se  ha p rep a rad o  po r e l  p ro ced im ie n to  de A bderhalden  
(4 9 8 ). Se d is u e lv e n  4 g de n in h id r in a  en 50 ml de agua a 90® y s e  ah ad e , 
con a g i ta c iô n ,  una d is o lu c iô n  de a c id o  a s c ô rb ic o  puro  en 2 0  ml de agua a
40®. La m ezcla se  d e ja  e s t a r  30 m inu tos a te m p e ra tu ra  am bian te  y , a c o n t i ­
n u a c iô n , se  e n f r î a  d u ra n te  una h o ra  con agua c o r r i e n t e .  Los c r i s t a l e s  de 
h id r in d a n t in a  se  recogen  por f i l t r a c i ô n ,  se  la v a n  con agua y s e  secan  so b re  
P2 O2  en l a  o sc u r id a d . E l p ro d u c to  (3 .7 0  g) s e  con serv a  a -20® a l  a b r ig o  de 
l a  lu z .
P a ra  p re p a ra r  e l  tampôn s e  d is u e lv e n  272 g de a c e ta to  sô d ic o  c r i s t a l i -  
zado en 200 ml de agua c a l i e n t e .  Se d e ja  e n f r i a r  se  ahaden 50 ml de âc id o  
a c ê t ic o  g l a c i a l  y e l  volumen se  com pléta  con agua a 500 m l. La d is o lu c iô n  
se  co n se rv a  en f r î o .
P a ra  r e a l i z a r  l a  v a lo ra c iô n  se  m ezcla en un tubo de ensayo 1 ml de 
r e a c t iv o  y 1  ml de l a  d is o lu c iô n  problem a (de 0 ,0 5  a 0 , 1 0  ym oles de am inoâ­
c id o s )  . Se han tomàdo p a ra  l a  v a lo ra c iô n  10 y l  de l a  d is o lu c iô n  problem a y 
se  ha com pletado a 1  ml con tampôn c i t r a t o .
La m ezcla se  a g i t a  râ p id a m e n te , e l  tubo  se  ta p a  con algodôn  y se  i n t r £  . 
duce en baho de agua h irv ie n d o  d u ra n te  15 m inu tos e x a c to s .  Al cabo de e s te
(*) E s te  tampôn c o n tie n e  p o r l i t r o :  2 1 .0  g de â c id o  c î t r i c o  c r i s t a l i z a d o ,  
8 .4  g de NaOH, 16 ml de HCl c o n c e n tra d o , 5 ml de t i o d i g l i c o l  y 5 ml de una 
d is o lu c iô n  de B r i j -3 5  ( ê t e r  l a u r î l i c o  d e l  p o l i e t i l e n g l i c o l )  a l  50% ( p / v ) .
tiem po e l  medio de re a c c iô n  s e  d ilu y e  con un volum en ig u a l  de e ta n o l  a l  50%. 
E l tubo  s e  e n f r î a  en c o r r i e n te  de a i r e  h a s ta  30®, se  a g i t a  fu e r te m e n te  p a ra  
f a c i l i t a r  l a  o x id a c iô n  de l a  h id r in d a n t in a  en exceso  y se  l e e  l a  ab so rb an ­
c ia  a 570 nm f r e n t e  a un b la n c o , d e s a r r o l la d o  a l  mismo tiem po , en e l  que e l  
problem a s e  s u s t i tu y e  po r 1 ml de tampôn c i t r a t o  0 ,2  N, pH 2 ,2 .
La cu rv a  p a trô n  se  o b tie n e  con L - le u c in a  p u ra  (Sigma Chem.C o.) 0 ,0 5 -  
0 ,1 0  mM, d i s u e l t a  en e l  mismo tampôn. Los r e s u l ta d o s  de l a  v a lo ra c iô n  se  
ex p resan  como ymoles é q u iv a le n te s  a le u c in a .
2 .2 .5 .  A n â l i s i s  de p r o t e î n a s .
Se han o b te n id o  p r o te în a s  de h îgado  y su e ro  de an im ale s  no rm ales y tra_ 
tad o s  con a m i t r o l ,  b ie n  po r e l  metodo de S ie k e v i tz  (4 8 2 ), b ie n  p o r e l  de 
Shibko y c o l .  (4 9 3 ). En todos lo s  c a s o s ,  l a s  p r o te în a s  se c a s  s e  h id r o l iz a n  
en tubo  c e rra d o  con 20 volum enes (volum en/peso) de HCl a z e ô tro p o  (ap ro x . 6  
N) a 105® durante 18 h o ra s .  Al cabo de e s t e  tiem po e l  h id r o l iz a d o  se  l l e v a  a 
sequedad en v a c îo  so b re  KOH, se  ahade agua d e s t i l a d a  y se  v u e lv e  a  r e p e t i r  
e l  p ro ceso  dos v eces  con e l  f i n  dé e l im in a r  todo  e l  HCl. E l r e s id u o  seco  
se  d is u e lv e  en tampôn c i t r a t o  0 ,2  N, pH 2 ,2  y se  c e n t r i f u g a  p a ra  e l im in a r  
lo s  re s id u o s  de hum ina. P a r te  d e l  so b re n a d a n te  se  d ilu y e  con e l  mismo tam­
pôn h a s ta  a lc a n z a r  una c o n c e n tra c iô n  é q u iv a le n te  a  1 .25  mg de p r o te în a  h i -  
d ro l iz a d a  por m l.
En a lgunos caso s  se  ha e fe c tu a d o  un a n â l i s i s  p re v io  de lo s  am inoâcidos 
d e l  h id ro l iz a d o  s in  d i l u i r  p o r c ro m a to g ra f îa  en  capa f in a  de c e lu lo s a .  P a ra  
p re p a ra r  l a s  p la ç a s  de hom ogeneizan 8  g de c e lu lo s a  MN 300 (M achery-N agel) 
en 48 ml de agua y 2 de e ta n o l  d u ra n te  dos p e r io d o s  de 1 m in u to . La p a p i l l a  
r é s u l t a n t e  es  s u f i c i e n t e  p a ra  c u b r i r  5 p la ç a s  de 20 x 20 cm con un e sp e so r  
de 250 ym (4 9 9 ).
Las p la ç a s  s e  d e s a r r o l l a n  b id im en sio n a lm en te  u t i l i z a n d o  b u ta n o l- a c e to -  
n a -d ie t i la m in a -a g u a ,  1 0 :1 0 :2 :5  en l a  p rim era  d i r e c t i o n  e is o p ro p a n o l-â c id o  
fô rm ico  (99% )-agua, 4 0 :2 :5 ,  en l a  segunda (4 9 9 ).
P a ra  una e s tim a c iô n  c u a l i t a t i v a  p r e v ia  de lo s  am inoâcidos se  emplea 
como re v e la d o r  n in h id r in a  a l  0 , 2 % en e t a n o l ,  y con e l  f i n  de d e t e c ta r  l a  p£  
s i b l e  p re s e n c ia  de a m i t r o l i l a l a n in a  en p r o te în a s ,  e l  r e a c t iv o  "H" de Racusen 
(7 ) .
En e s t e  u lt im o  caso  l a s  p la ç a s  s e  p u lv e r iz a n  con NaNO^ a l  1% en  a c e to -  
n a-ag u a  80% (en volum en) y a  c o n t in u a t io n  con HCl c o n ce n trad o  a l  20% en a c £  
tona (en vo lum en), re c ie n te m e n te  p re p a ra d o . Despuês de e s p e ra r  10 m in u to s .
la s  p la ç a s  se  p u lv e r iz a n  f in a lm e n te  con una d is o lu c iô n  de â c id o  8 -a m in o - l-  
n a f to l - 3 ,6 - d i s u l f ô n ic o  a l  0,25% en ac e to n a -a g u a  50%. E l r e a c t iv o  es e s p e c i -  
f i c o  de a m in o tr ia z o le s ,  que dan inm ed iatam en te  c o lo ra c iô n  r o j a .
En e l  h id ro l iz a d o  d i lu id o  se  v a lo ra n  c u a n t i ta t iv a m e n te  lo s  am inoâcidos 
m ed ian te  un a n a l iz a d o r  au to m atio n  Beckman, modelo Unichrom, P a ra  e l  a n â l i ­
s i s  de lo s  am inoâcidos âc id o ç  y n e u tro s  se  d e p o s ita n  0 ,2 5  ml d e l  h i d r o l i z a ­
do en una columna de 6 6  x 0 .9  cm carg ad a  h a s ta  una a l t u r a  de 56 cm con r e s i
na t ip o  AA-15 (Beckman), e q u i l ib r a d a  con un tampôn de c i t r a t o  sô d ic o  0 .2 0  N
pH 3 .2 8 . E l tampôn se  p ré p a ra  m ezclando 392.2  g de c i t r a t o  sô d ic o  28^0,
246 .5  ml de HCl c o n c e n tra d o , 100 ml de t i o d i g l i c o l ,  2 ml de â c id o  n - c a p r i -  
l i c o ,  40 ml de una d is o lu c iô n  a l  50% de B r i j -3 5  y agua d e s t i l a d a  en c a n t i ­
dad s u f i c i e n t e  p a ra  co m p le ta r e l  volum en a 2 0  1 *
La e lu c iô n  se  com ienza con e s te  mismo tampôn, cuyo f l u j o  se  m an tien e  a 
6 8  m l/h o ra , h a s ta  lo s  103 m inu tos de d e s a r r o l l o ,  a l  cabo de lo s  c u a le s  e l  
tampôn se  s u s t i tu y e  po r o t r o ,  de pH 4 .2 5 , con e l  que se  c o n tin u a  eluyendo  a 
l a  misma v e lo c id a d  h a s ta  co m p le ta r e l  a n â l i s i s .  E s te  u ltim o  tampôn se  p re p £
ra  de l a  misma forma que e l  a n t e r i o r ,  s a lv o  que l a  c a n tid a d  de HCl concen­
tra d o  es s ô lo  de 167.5  m l. D uran te  todo  e l  tiem po d e l  a n â l i s i s  l a  columna 
se  m an tiene te rm o s ta tiz a d a  a 55® y se  m an tiene  e l  f l u j o  d e l  r e a c t iv o  de n iii 
h id r in a  a  34 m l/h o ra . P a ra  l a  p re p a ra c iô n  de e s t e  r e a c t iv o  s e  d is u e lv e n  40 
g de n in h id r in a  y 0 .8  de SnClg en 1 .5  1 de m e t i l  c e lo so lv e  ex en to  de p e rô x ^  
d o s , s e  ahaden 500 ml de tampôn de a c e ta to  sô d ic o  4 N, pH 5 .5 1  (v êase  a p a r ­
tado  2 . 2 . 4 . 2 ) y se  é lim in a  to ta lm e n te  e l  a i r e  d e l  r e c i p i e n t s  m ed ian te  e l  
paso  de una c o r r i e n te  de n it rô g e n o  puro  a una p re s iô n  de 0 .5  -  1 . 0  atm .
E l a n â l i s i s  de am inoâcidos b â s ic o s  se  l l e v a  a cabo en colum nas de 23 
x 0 .9  cm ca rg a d as  h a s ta  una a l t u r a  de 6  cm con r é s in a  Beckman t ip o  AÂ-27, 
su sp en d id a  en  un tampôn de c i t r a t o  sô d ic o  0 .3 5  N, pH 5 .2 8 , que se  p ré p a ra  
d is o lv ie n d o  en un volum en f i n a l  de 2 0  1  686 .3  g de c i t r a t o  sô d ic o  2 H2 O, 130 
ml de HCl c o n c e n tra d o , 40 ml de d is o lu c iô n  de B r i j -3 5  y 2 ml de â c id o  n-cja 
p r î l i c o .  E l d e s a r r o l lo  se  e fec tU a  un icam en te  con e s t e  tampôn en  l a s  mismas 
c o n d ic io n e s  que p a ra  e l  a n â l i s i s  de am inoâcidos â c id o s  y n e u t ro s .  (5 0 0 ).
2 .2 .6 .  A n â l is i s  c u a n t i t a t i v o  de am inoâcidos l i b r e s .
2,2,6.1, Preparaciôn de las muestras.
P ara  e l  a n â l i s i s  au to m âtico  de am inoâcidos l i b r e s  de h îgado  se  han em- 
p lead o  la s  mismas p re p a ra c io n e s  que p a ra  l a  v a lo ra c iô n  de am inoâcidos to t a ­
le s  (vêase  a p a r ta d o  2 . 2 . 4 . 1 . ) .
P ara  p r e p a ra r  e l  su e ro  p a ra  su  a n â l i s i s  se  ha d e s p ro te in iz a d o  con â c i -  
d O z p ic ric o . P a ra  e l l o ,  e l  su e ro  se  m ezcla  con 5 volum enes de una d is o lu c iô n  
acuosa  de â c id o  p ic r i c o  a l  1 % y se  a g i t a  h a s ta  o b te n e r  una p r e c ip i ta c iô n  
com plé ta . E l p r e c ip i ta d o  se  s é p a ra  p o r c e n t r i f u g a c iô n  y e l  so b ren ad an te  se  
d e p o s i t s  so b re  una columna de 20 X 2 cm ca rg ad a  con Dowex 2 X 10 en forma 
Cl h a s ta  una a l t u r a  de 2 cm. La r é s in a  s e  u sa  su sp e n d id a  en agua y , una vez 
in t ro d u c id a  l a  m u e s tra , se  la v a  l a  columna c in c o  v ece s  con 3 ml de HCl 0 .02  
N. E l e lu y e n te  y la v ad o s  se  c o n c e n tra n  en un ev ap o rad o r r o t a t o r i o  b a jo  v a­
c îo  y e l  r e s id u o  s e  d is u e lv e  en tampôn de c i t r a t o  sô d ic o  0 .2  N, pH 2 .2 .
2,2 ,6,2,  A nâ lisis  automâtico de aminoâcidos lib res ,
E l a n â l i s i s  c u a n t i t a t iv o  au to m âtico  de am inoâcidos se  ha l le v a d o  a ca ­
bo tam bien  con ayuda de un a n a l iz a d o r  Beckman modelo Unichrom . P a ra  e l  anâ­
l i s i s  de am inoâcidos â c id o s  y n e u tro s  se  han  u t i l i z a d o  colum nas id e n t ic a s  
a l a s  d e s c r i t a s  p a ra  e l  caso  de h id ro l iz a d o s  de p r o te în a s ,  con l a  sa lv ed a d  
de que l a  r é s in a  e s ta b a  su sp en d id a  en un tampôn de c i t r a t o  sô d ic o  0 .2 0  N, 
pH 3 .1 8 . La e lu c iô n  s e  com ienza con e s t e  tampôn a 34® y a lo s  103 m inutos 
de d e s a r r o l lo  se  e le v a  l a  te m p e ra tu ra  h a s ta  63®. A lo s  163 m inu tos e l  tam­
pôn se  s u s t i tu y e  p o r o tro  de c i t r a t o  sô d ico  0 .2 0  N, pH 4 .2 5 , cuya p re p a ra ­
c iô n  se  ha d e s c r i t o  a n te r io rm e n te .  D uran te  todo  e l  a n â l i s i s  se  m an tiene e l  
f l u j o  de tampôn de e lu c iô n  a 50 m l/h o ra  y a 25 m l/h o ra  e l  de r e a c t iv o  de 
n in h id r in a .
E l . a n â l i s i s  de am inoâcidos b â s ic o s  se  e fec tU a  en  una columna de 29 x 
0 .9  cm con un le ch o  de r é s in a  de 22 cm de a l t u r a .  E l tampôn de e q u i l i b r i o  
-y  p rim ero  de e lu c iô n -  es en e s t e  caso  de c i t r a t o  sô d ic o  0 .3 8  N, pH 4 .2 6 . 
P a ra  p r e p a r a r lo  se  d is u e lv e n  en un volum en f i n a l  de 20 1 745 .0  g de c i t r a t o  
sô d ic o  2 H2 O, 304.5  ml de HCl c o n c e n tra d o , 40 ml de d is o lu c iô n  de B r ij -3 5  y 
2 ml de â c id o  n - c a p r î l i c o .  La columna s e  te rm o s ta t iz a  in ic ia lm e n te  a  33®y a 
lo s  185 m inu tos de d e s a r r o l lo  s e  e le v a  l a  te m p e ra tu ra  h a s ta  55®y se  cambia 
e l  tampôn de e lu c iô n  po r o t r o  de c o n c e n tra c iô n  0 .3 5  N y pH 5 .2 8 , cuya prepa. 
r a c iô n  se  ha d e s c r i t o  a n te r io rm e n te .  D uran te  todo  e l  d e s a r r o l lo  s e  mant i e ­
nen a 50 y 25 m l/h o ra  lo s  f l u j o s  de tampôn de e lu c iô n  y de r e a c t iv o  de n in ­
h id r in a  r e s p e c t iv a m e n te .(5 0 1 ).
2 .2 ,7 .  E l e c t r o f o r e s i s  de p r o te in a s  de s u e r o .
2.2.7.1.  E lectro foresis en gel de acetato de celulosa.
Se han u t i l i z a d o  membranas de a c e ta to  d e .c e lu lo s a  Sepraphore (Gelman) 
que , a n te s  de l a  a p l ic a c io n  de l a  m u e s tra , s e  humedecen en e l  tampon q u e , 
p o s te r io rm e n te ,  se  ha de u t i l i z e r  en e l  d e s a r r o l l o .  E s te  se  p ré p a ra  a p a r ­
t i r  de v e ro n a l ,  con una fu e rz a  io n ic a  de 0 .1  M y pH 8 . 6  segun e l  s ig u ie n -  
t e  esquema:
V eronal sô d ico    2 9 .4  g
A ce ta to  s ô d i c o ..........  19 .4  g
HCl 0 .1  N .............   180 .0  ml
HgO ........................................'   h a s ta  3 1
Sobre l a  t i r a  de g e l  hum edecida s e  a p l ic a n  2 y l  de su e ro  en  una I fn e a , 
s i tu a d a  aproxim adam ente a 5 cm de uno de lo s  ex trem os de l a  misma. Los dos 
d e p ô s ito s  de l a  cu b e ta  de e l e c t r o f o r e s i s  se  l le n a n  con e l  tampôn de v e ro ­
n a l  a r r i b a  d e s c r i t o  y se  da comienzo a l  d e s a r r o l lo  pasando una c o r r ie n te  
de 0 .2 5  mA po r cada cm de lo n g i tu d  de l a  membrana.
Al cabo de dos h o ra s ,  l a s  membranas se  r e t i r a n  de l a  cu b e ta  y se  ti-r
hen en una d is o lu c iô n  de Rojo Ponceau S (0 .2  g d e l  c o lo ra n te  y 3 g de â c i ­
do t r i c lo r o a c ê t i c o  en 100 ml de agua) d u ra n te  15-20 m in u to s . Al cabo de 
e s t e  tiem po la s  membranas s e  d e c o lo ra n  p o r in m ers iô n  en âc id o  a c ê t ic o  5%
(3 bahos de 10 m in u to s ) . Term inada e s ta  o p e ra c iô n  la s  t i r a s  de e l e c t r o f o ­
r e s i s  se  t r a n s p a re n ta n  sum erg iên d o las  en un baho form ado p o r 8  volumenes 
de d ia c e to n a lc o h o l,  35 de m e tan o l, 5 de â c id o  a c ê t ic o  y 50 de agua , despuês 
de lo  c u a l s e  c a l ie n t a n  en e s tu f a  a 6 0 * d u ran te  5-10 m inu tos (5 0 2 ). P ara  ob­
te n e r  un r e g i s t r e  - u t i l i z a b l e  con f in e s  c u a n t i t a t i v o s -  de l a  d i s t r ib u c iô n  
de bandas a lo  la rg o  de l a  t i r a  de e l e c t r o f o r e s i s  se  d e n s ito m e tra n  en un 
fo tô m e tro  r e g i s t r a d o r  P h o to v o lt .
2.2 .7.2,  E lec tro foresis en gel de poliacrilam ida.
La e l e c t r o f o r e s i s  en g e l  de p o l ia c r i l a m id a  se  ha d e s a r ro l la d o  s ig u ie n  
do l a  tê c n ic a  de D avis y O rn s te in  (5 0 3 ). Se ha em pleado un a p a ra to  P o ly a- 
n a ly s t  (B uch ler In s tru m e n ts  I n c . )  y tubos de 10 cm de lo n g itu d  y 6  mm de 
d iâm etro  in te r n o .
Los g e le s  se  p re p a ra n  a p a r t i r  de l a s  s ig u ie n te s  d is o lu c io n e s :
A. HCl X N .......................    4 8 .0  ml
T r is  b a s e ........................................................... . 3 6 .6  g
TEMED ..................... ...................... .. 0 .2 3 m l
H2 O............................ ........................... .. h a s ta  1 0 0  ml
B. HCl 1 N ................................................................... 48 ml
T r is  b ase  ....................I . . . ...............................  5 ,9 8  g
TEMED ......................................................................  0 ,4 6  ml
H2 O  ............ ..........................................................  h a s ta  1 0 0  ml
C. A crila m id a  ........................................................ 2 8 .0  g
B is a c r i la m id a  ............ ............................. .. 0 .7 3 5  g
H2 O...................................................... ............. .. h a s ta  1 0 0  ml
D. A crilam id a  . .  .*...................................................  1 0 .0  g
B is a c r i la m id a #    2 .5  g
H2 O.............................................................................  h a s ta  1 0 0  ml
E. R ib o f la v in a  a l  0.004% en agua
F. S acaro sa  a l  40% (p /v )  en agua
G. P e r s u l f a to  amonico a l  0.14% en agua
M anteniendo lo s  tubos en p o s ic io n  v e r t i c a l  y ta p ad o s po r su  extrem o
i n f e r i o r  se  l le n a n  h a s ta  una a l t u r a  de 6  cm con una d is o lu c iô n  form ada por 
una p a r te  de A, dos de C, una de agua y c u a tro  de G y se  d e ja n  en e sa  po­
s i t i o n  h a s ta  que e l  g e l  p o l im e r iz a .  P a ra  e v i t a r  q u e . la  p a r t e  s u p e r io r  d e l
g e l  quede côncava, es co n v en ien te  a h a d i r ,  a n te s  de que com ience l a  p o lim e- 
r i z a c iô n ,  un pequeho volumen de agua en cada tu b o , de form a que l a  i n t e r f £  
se  e n t r e  e l l a  y l a  d is o lu c iô n  a n t e r io r  s e a  p la n a .  S i e s t a  o p é ra t io n  se  rea_ 
l i z a  cu idadosam en te , l à  s u p e r f i c i e  s u p e r io r  d e l  g e l  es  p la n a  y puede r e t i ­
r a s s e  e l  agua s in  d i f i c u l t a d  despuês de l a  p o l im e r iz a c iô n . Se ahade en to n ­
ces una d is o lu c iô n  form ada p o r una p a r t e  de B, dos de D, una de E y c u a tro  
de F en c a n tid a d  s u f i c i e n t e  p a ra  ocupar una a l t u r a  de 1 .5  cm en  lo s  tu b o s . 
E sto s  se  ilu m in an  v e r t ic a lm e n te  con lu z  f lu o r e s c e n te  h a s ta  c o n se g u ir  una 
p o lim e r iz a c iô n  com pléta  (h a b itu a lm e n te  se  r e q u ie re n  30-45 m in u to s ) , tom an- 
do l a s  p re c a u c io n e s  d e s c r i t a s  a n te r io rm e n te  p a ra  e v i t a r  l a  concav idad  d e l 
m enisco .__________
(*) N, N, Nj N’-  t e t r a m e t i l e t i l e n d ia m in a .
Los tubos s e  montan en to n ces  en l a  cu b e ta  de e l e c t r o f o r e s i s  y se  l l e ­
nan lo s  dos com partim entos con un  tampon de pH 8 .3  que c o n tie n e  6 g de t r i s  
y 2 8 .8  g de g l ic o c o la  p o r l i t r o .
E l s u e ro , en c a n tid a d  t a l  que l a s  p r o te în a s  de l a  m u e stra  no so b re p a -  
sen  lo s  2 0 0  yg , s e  d e p o s i t s  en l a  p a r te  s u p e r io r  de lo s  tu b o s  m ezclado con 
un volumen ig u a l  de l a  d is o lu c iô n  F y s e  da com ienzo a l  d e s a r r o l lo  h a c ie n ­
do p a sa r  una c o r r i e n te  de 2 -  5 mA p o r cada tu b o . P a ra  te n e r  una id e a  
aproxim ada de l a  d u ra c iô n  de l a  e l e c t r o f o r e s i s  se  ahaden a l  d e p ô s ito  supe­
r i o r  unas g o ta s  de d is o lu c iô n  de a z u l  de b rom ofeno l. En l a s  c o n d ic io n e s  
e x p é rim e n ta le s  e x p u e s ta s  e s t e  c o lo r a n te ,  cuya banda es v i s i b l e  en su  d e s -  
p lazam ien to  a t r a v ê s  d e l  g e l ,  t i e n e  una m o v ilid ad  lig e ra m e n te  s u p e r io r  a 
l a  de l a  a lbdm ina , po r lo  que s e  i n t e r rumpe e l  paso  de l a  c o r r i e n te  cuando 
l a  banda d e l  c o lo ra n te  l l e g a  a  0 .5  cm d e l  extrem o i n f e r i o r  d e l  g e l .
Los g e le s  s e  e x tra e n  de lo s  tu b o s  con ayuda de una a g u ja  h ip o d êrm ica  
la rg a  y se  in tro d u c e n  d u ra n te  6  h o ra s  en un baho de Negro Amido a l  1% en 
ac id o  a c ê t ic o  d e l  7%. P a ra  e l im in a r  e l  exceso  de c o lo ra n te  lo s  g e le s  se  
lav an  con ê c id o  a c ê t ic o  a l  7 % o , m e jo r , se  in tro d u c e n  de nuevo en l a  cube­
ta  de e l e c t r o f o r e s i s ,  e s t a  vez en tubos de 7 mm de d iâm etro  in te r n o ,  se  
l le n a n  lo s  dos d e p ô s ito s  con l a  d is o lu c iô n  de âc id o  a c ê t ic o  y s e  hace  pa­
s a r  una c o r r i e n te  de 5 mA/tubo h a s ta  que e l  d e s te h id o  se a  c o m p le ts . Una vez  
d e s te h id o s , lo s  g e le s  se  pueden c o n se rv e r  en â c id o  a c ê t ic o  a l  5% y s e  r e ­
g i s t r e  l a  in te n s id a d  de l a s  bandas con un d e n s itô m e tro  Gelmaii.
2 .3 .  ESTUDIO DEL METABOLISMO DE GLICOCOLA EN PRESENCIA DE AMITROL.
2 .3 .1 .  E x p e r ie n c ia s  *Tn v i t r o "  con homogeneizado* t o t a l e s .
2.2.1.1,  Incubaoionee Qon hcmogeneizadoe de higado de cobaya,
Todos lo s  hom ogeneizados d e s c r i t o s  en e s t e  a p a r ta d o  en e l  medio f i -  
s io lô g ic o  Krebs-Ringer-NaHCOg (5 0 4 ). E s te  medio se  p ré p a ra  a p a r t i r  de la s  
s ig u ie n te s  d is o lu c io n e s :
a ) NaCl 0.90% (0 .154  M)
b) KCL 1.15% (0 .154  M)
c) CaClg 1.22% (0 .110  M)
d> KHgPO^ 2.11% (0 .154  M)
e) MgS0 ^ . 7 H2 0  3.82% (0 .154  M)
f )  NaHCO^ 1.30% (0 .154  M)
La d is o lu c iô n  f )  s e  g asea  d u ra n te  una h o ra  a  37® con COg puro  y a  con 
t in u a c iô n  se  m ezclan  1 0 0  p a r te s  de l a  d is o lu c iô n  a) con 4 de l a  b ) ,  3 de 
la  c ) ,  1  de l a s  d is o lu c io n e s  d) y e) y 2 1  de l a  f ) .
La m ezcla se  g asea  a 37® con O^-COg (9 5 :5 ) d u ra n te  10 m inu tos y s e  
guarda en f r î o  h a s ta  su  u so .
E l h îgado  de lo s  an im ale s  s e  e x t r a e  râp id am en te  despuês de su  m u erte  
por d is lo c a c iô n  c e r v i c a l ,  se  e x t i r p a  l a  v e s îc u la  b i l i a r ,  se  t r o c e a  y s e  l a  
va en medio K reb s-R in g er y ,  despuês de secado  e n t r e  p a p e le s  de f i l t r o  s e  
homogeneiza con e l  mismo medio (2 .5  ml po r gramo de t e j i d o )  en un Omni-Mi- 
x e r  (S o rv a l l )  a 200 V d u ra n te  2 m in u to s . Todas l a s  o p e ra c io n e s  se  r e a l i z a n  
a 0-4® y e l  hom ogeneizado se  u t i l i z e  inm ed ia tam en te  despuês de su  o b te n -  
c iô n .
Con hom ogeneizados p re p a ra d o s  de e s t a  form a se  han l le v a d o  a cabo 
c u a tro  e x p e r ie n c ia s  d i s t i n t a s ,  cuyas d i f e r e n c ia s  se  ponen de m a n if ie s to  en 
la  d e s c r ip c iô n  s ig u ie n te .
1- E x p e r ie n c ia .
La m ezcla  de in c u b a c iô n  se  o b tie n e  ahad iendo  a 2 ml de hom ogeneizado 
1 yCi de g l ic o c o la - l - ^ ^ C  (0 .1  ymol) d i s u e l t a  en m edio K reb s-R in g e r. E l anT 
t r o l  se  ahade d i s u e l to  en e l  mismo medio h a s ta  a lc a n z a r  una c o n c e n tra c iô n  
f i n a l  de 0 .1  M. E l volum en t o t a l  que s e  com pléta  con medio K reb s-R in g er en 
la s  m u e stra s  de c o n t ro l  e s  de 2 ,5  m l.
Las m u e s tra s  a s î  p re p a ra d a s  (dos de c o n t ro l  y o t r a s  dos con a m itro l )  
se  incuban  con a g i ta c iô n  a 37® d u ra n te  40 m in u to s , a l  cabo de lo s  c u a le s  
l a  re a c c iô n  se  d e t ie n e  p o r  a d ic iô n  de 2 .5  ml de â c id o  t r i c l o r o a c ê t i c o  a l  
1 0 % f r î o .
E l p r e c ip i ta d o  se  s é p a ra  p o r c e n t r i f u g a c iô n  a 3 .000  rpm en una c e n tiT  
fuga  M artin  C h r is t  " P ic c o lo "  y a p a r t i r  de ê l  s e  a i s l a n  l a s  p ro te în a s  p o r 
e l  mêtodo de S ie k e v itz  (a p a r ta d o  2 .1 .2 . 3 ) .  E l so b re n a d a n te  s e  som ete a un 
p ro ceso  de e x t r a c c iô n  c o n tin u a  con ê t e r  p a ra  e l im in a r  e l  â c id o  t r i c l o r o a ­
c ê t i c o ,  h a s ta  que e l  pH sube a  4 -5 , despuês de lo  c u a l  s e  a p l ic a n  m u estra s  
de 20-50 y l  a lo  la rg o  de una l î n e a  de 2 .5  cm en  p a p e l Whatman n® 1 y s e  
r e a l i z e  una c ro m a to g ra f îa  d e scen d a n te  en bu ta n o 1 -a c e to n a -a g u a -d  ie  t i la m in a  
(2 0 :2 0 :1 0 :3 )  (5 0 5 ). Los crom atogram as se  secan  y s e  d e te rm in e  l a  d i s t r i b u ­
c iô n  de p ro d u c to s  r a d ia c t iv o s  m ed ian te  un c o n ta d o r  Air de B aird -A tom ic, mo 
d e lo  435, que t r a b a j a  con f l u j o  c o n tin u o  de gas"Q " (m ezcla h e l io - is o b u ta n o ,  
9 5 :5 ) .  E l c o n ta d o r e s t â  aco p lad o  a un r e g i s t r o  g r â f ic o  que su m in is tra  l a
cu rv a  de a c t iv id a d  en fu n c iô n  de l a  d i s t a n c ia  m igrada en e l  crom atogram a, 
E s to s ,  despuês de c o n ta d o s , s e  re v e la n  con n in h id r in a  a l  0.2% en e ta n o l  de 
l a  form a h a b i tu a i ,
2 - E x p e r ie n c ia .
La m ezcla de in c u b ac id n  de c o n t ro l  c o n t ie n e ,  en un volumen f i n a l  de 
4 .65  m l, 4 ml de hom ogeneizado de h îgado  de cobaya, o b te n id o  de l a  form a 
d e s c r i t a  y 3 .5  pCi de g l ic o c o la - l- ^ ^ C  (0 .3 5  p m o le s ) . O tra s  m u e stra s  c o n t i^  
n en , adem as, âc id o  f o l i c o  con una c o n c e n tra c io n  f i n a l  de 4 .3  ym oles/m l. En 
to d o s lo s  caso s  se  d e s a r r o l l a n  en p a r a le lo  m u e stra s  p o r d u p lic a d o , con ami  ^
t r o l  (c o n c e n tra c io n  f i n a l  0 .0 5  M) y s in  e l .
La in c u b a c io n  se  r e a l i z a 'e n  v a s i j a s  p r o v is ta s  de rama l a t e r a l  en l a s  
que e l  com partim ente p r in c i p a l  e s t â  ocupado por e l  homogeneizado y -  en su 
caso  -  po r â c id o  f â l i c o ,  m ie n tra s  que e l  r e s to  de lo s  r é a c t iv é s  se  d e p o s i-  
ta n  en l a  rama l a t e r a l .  D espuâs de e q u i l i b r a r  ambos com partim entes a 37®, 
l a  r e a c t io n  se  i n i c i a  m ezclando su s  c o n te n id o s  y s e  c o n tin u a  a l a  misma 
te m p e ra tu ra  d u ra n te  3 h o ra s .  Al cabo de e s t e  tiem po se  d e t ie n e  p o r a d ic io n  
de 20 ml de e ta n o l  a b s o lu te  a -10®. Se d e ja n  la s  m u e stra s  d u ra n te  una noche 
en n ev e ra  y se  c e n tr i fu g a n  p a ra  s e p a ra r  e l  p r e c ip i ta d o .  E s te  se  la v a  con 
e ta n o l  d e l  96%, que se  m ezcla con e l  so b ren ad an te  a n t e r i o r ,  y a c o n tin u a ­
t i o n  con âc id o  t r i c l o r o a c â t i c o  a l  10%. A p a r t i r  de e s t e  p r e c ip i ta d o  la v a d o , 
se  a i s l a n  la s  p r o te în a s  p o r e l  metodo de S ie k e v i tz .
De l a  m ezcla de so b ren ad an te  y lavado  se  é lim in a  e l  e ta n o l  po r d e s t i -  
la c iô n  a p re s iô n  re d u c id a  y , p o s te r io rm e n te ,  se  c o n c e n tra  h a s ta  1 - 2  ml en 
d eseca d o r en v a c io  so b re  PgO^ a te m p e ra tu ra  am b ian te . La d is o lu c io n ,  t u r -  
b ia  p o r l a  p re s e n c ia  de l î p id o s  s o lu b le s  en e ta n o l ,  se  c l a r i f i e s  por extrajc 
c io n  con 0 .5  ml de c lo ro fo rm o  . La f a s e  acuosa  se  s é p a ra  po r c e n t r i f u g a t io n  
y se  som ete a c ro m a to g ra f la  de l a  misma form a que en l a  e x p e r ie n c ia  1 .
3 - E x p e r ie n c ia .
E l medio de in c u b a tio n  c o n tie n e  en un volumen f i n a l  de 2 .65  m]^2 ml 
de homogeneizado y 2 pmoles de g l i c o c o la - 1 -  C (2 .8  y C i) . Ademâs de la s  
m u e stra s  con â c id o  f 6 l i c o  s o lo  (3 .8  ym oles/m l) se  p re p a ra n  o t r a s  que con- 
t ie n e n  ademâs fo rm ald eh id o  (0 .009  M). Todas l a s  m u e stra s  se  incuban  por 
d u p lic a d o  con y s in  a m itro l  y l a  r e a c t io n  se  d e t ie n e  con e ta n o l  en l a  for^ 
ma d e s c r i t a .  En e s ta  e x p e r ie n c ia  l a  c ro m a to g ra f la  se  ha e fe c tu a d o , ademâs 
en ta p a  f i n s  de c e lu lo s a .  Las p la ç a s  se  p re p a ra n  en l a  forma in d ic a d a  en 
e l  a p a r ta d o  2 .2 .5  y se  d e s a r r o l l a n  en una d i r e c t io n  con e l  p rim er s is te m a
de d is o lv e n te s .  Una vez s e c a s ,  l a s  p la ç a s  se  c u e n ta n  en un c o n tad o r "Duo ‘ 
Scan 1" (B a ird  Atom ic) que p ro p o rc io n a , m ed ian te  un r e g i s t r e  X-Y, l a  lo c a ­
l i z a t i o n  de l a s  zonas r a d ia c t iv a s  so b re  l a  p la ç a  y p e rm ite  e l  c o n ta je  pos­
t e r i o r  de cada zona po r se p a ra d o . D espues de e s t a  o p é r a t io n ,  la s  p la ç a s  se  
r e v e la n  con n in h id r in a  en la  form a h a b i tu a i .
4- E x p e r ie n c ia .
En un volumen f i n a l  de 2 .65  ml l a  m u e stra  de c o n t ro l  t i e n e  2 ml de
14hom ogeneizado, 1 .1  ymoles de g l i c o c o la - 1 -  C (2 .1  yC i) y 10 ymoles de a c i -
do t e t r a h i d r o f o l i c o .  Al mismo tiem po se  p re p a ra n  o t r a s  t r è s  m u e s tra s  que
c o n tie n e n  a m itr o l ,  tam biën  d i s u e l to  en medio K re b s -R in g e r , p a ra  d a r  concern
_2
t r a c io n e s  f in a l e s  de 0 .5 ,  2 .5  y 5 .0 .1 0  M re s p e c t iv a m e n te .  Todas l a s  mue^ 
t r a s  se  incuban  en m a traces  e rlen m ey er de 10 ml d u ra n te  4 h o ra s  a 37® en 
un a rm ario  te rm o s ta t iz a d o  New B runsw ick, modelo R26, con a g i t a t i o n .
La r e a c t io n  se  d e t ie n e  p o r c o a g u la t io n  de l a s  p r o t e î n a s , in t r o d u c ie n -  
do lo s  m a tra c e s , tap ad o s por e s f e r a s  de v id r io  co lo cad as  so b re  su  b o ca , en 
bano de agua h irv ie n d o  d u ra n te  4 m in u te s . E l p r e c ip i ta d o  se  s é p a ra  p o r céii 
t r i f u g a c io n  y e l  so b ren ad an te  se  d e p o s i t s  c u a n t i ta t iv a m e n te  so b re  una co­
lumns de Dowex 50, X 4 (form a ) de 20 X 1 .5  cm. La columns se  la v a  con 
200 ml de agua d e s t i l a d a  y se  e lu y e  con 300 ml de NH^OH 2 N. E l e lu id o  se  
l l e v a  a sequedad en un evaporador r o t a t o r i o  b a jo  v a c îo  y e l  r e s id u e  se  rer* 
d is u e lv e  en 1 ml de agua d e s t i l a d a .  Se toman 30 ml de e s t a  d is o lu c io n  y se  
a p l ic a n  a l e  la rg o  de una l i n e s  de 1 .5  cm so b re  p la ç a s  de c e lu lo s a  que s e  
d e s a r r o l l a n ,  cu en tan  y r e v e la n  d e l  mismo modo que en l a  e x p e r ie n c ia  3 .
2*3,1,2. IneubaaiSn oon homogeneizado8 de hîgado de ra ta ,
Los an im ales se  s a c r i f i c a n  p o r d is lo c a c i& n  c e r v i c a l  y e l  h igado  se  
e x t ra e  râp idam en te  y se  la v a  en tampon f o s f a to  p o tâ s ic o  0 .1 0  M, pH 7 .6 , 
despuês de lo  c u a l s e  hom ogeneizan en 5  volum enes d e l  mismo tampon con ayjj 
da de un hom ogeneizador P o tte r -E lv e h je m  de v id r i o  con êmbolo de t e f l ê n .
E l tampon f o s f a to  se  p ré p a ra  m ezclando 87 ml de K^HPO^ 0 .2  M con 13 ml de 
KHgPO^ y d ilu y en d o  l a  m ezcla a 2 0 0  m l.
La m ezcla de r e a c t io n  se  p ré p a ra  en tubos de c e n t r i f u g a  de 15 ml con 
1 ml dehom ogeneizado ,0 .4  ymoles de g l ic o c o la - l - ^ ^ C  (2 yC i) y a  la  m itad  de 
la s  m u e stra s  se  anade a m itro l  d i s u e l to  en agua h a s t s  a lc a n z a r  una co n ce n tra  
c io n  f i n a l  de 5*10 ^ M, com pletando en l a s  m u e stra s  de c o n t ro l  e l  volumen 
f i n a l  de 1 .2  ml con agua d e s t i l a d a .  Las m ezclas s e  incuban  a 37® en un a r ­
m ario  te rm o s ta tiz a d o  New Brunsw ick modelo R26 con a g i t a t i o n  d u ran te  una
h o ra  y l a  r e a c c î 6 n se  d e t ie n e  p o r c o a g u la c io n  de l a s  p r o te în a s ,  segün l a
tê c n ic a  d e s c r i t a  en e l  a p a r ta d o  a n t e r io r  (e x p e r ie n c ia  4 ) .  Se toman 50 y l
d e l  so b re n a d a n te  que s e  d e p o s ita n  so b re  columnas de 7 X 0 .9  cm ca rg a d as  con
+ *Dowex 50 X 2 , de 200-400 m a lla s ,  en form a H y su sp en d id a  en ag u a . Las co­
lumnas se  la v a n  con 50 ml de agua y s e  e lu y en  con o trô s  50 de NH^OH 2 N. 
Tanto  e l  agua de lavado  ( fç a c c iô n  no r e t e n id a ) ,  como e l  e lu id o  con amoni£ 
co ( f r a c t io n  r e te n id a )  se  l le v a n  a sequedad  en evapo rad o r r o t a t o r i o  b a jo  
v a c io  y se  re d is u e lv e n  en 0 . 2  ml de agua y se  c ro m a to g ra f ia n  en ta p a  f in a  
y en p a p e l d e l  mismo modo que en l a s  e x p e r ie n c ia s  3 y 1, re sp e c tiv a m e n te  » 
d e l  a p a r ta d o  a n t e r i o r .  De ig u a l  fo rm a, se  som ete a c ro m a to g ra f ia  en p a p e l 
una a l ic u o ta  de 25 y l  d e l  so b re n a d a n te  que no se  ha p u r i f ic a d o  p rev iam en te  
por cambio de io n . Despuês de e s to  s e  p ro céd é  a l  c o n ta je  de lo s  c rom atog r^  
mas -d e  p a p e l y ta p a  f i n a -  en l a  form a d e s c r i t a  a n te r io rm e n te .
2 .3 .2 .  E x p e rie n c ia s  " in  v i t r o "  con hom ogeneizados t o t a l e s  de an im ales  t r a -  
ta d o s  con a m i t r o l .
En e s ta s  e x p e r ie n c ia s  en v ez  de a n a d ir  a m it ro l  a l  medio de in c u b ac io n  
" in  v i t r o "  se  ha u t i l i z a d o  h igado  de an im ales  t r a t a d o s .  E l tr a ta m ie n to  se  
ha e fe c tu a d o  so b re  r a t a s  machos de peso  com prendido e n t r e  185 y 300 g (me­
d ia  de 245 g) que han r e c ib id o  a m itr o l  (Ig /K g) en 9 d o s is  a lo  la rg o  de 35 
d i a s ,  en l a  form a in d ic a d a  en e l  a p a r ta d o  2 .2 .1 .  A l cabo de e s t e  tiem po 
ta n to  l a s  r a t a s  t r a t a d a s  con a m i t r o l ,  como l a s  de c o n t r o l ,  se  s a c r i f i c a n  y 
su s  h igados se  e x tra e n  y hom ogeneizan en medio de K rebs-R inger como se  ha 
in d ic a d o  en e l  a p a r ta d o  2 . 3 . 1 . 1 .
La m ezcla de r e a c c io n  c o n tie n e  en todos lo s  caso s  2 ml de homogeneiza 
d o , 1 .1  ymoles de g l i c o c o la - 1 -  C (2 .1  yC i) y 10 ym oles de âc id o  t e t r a h i ­
d r o f o l i c o ,  en un volum en f i n a l  de 2 .7 5  m l. La in c u b a c iê n , d e s p ro te in iz a c iô n  
y m archa p o s te r io r  de l a  e x p e r ie n c ia  s e  ha r e a l iz a d o  de modo anâlogo  a la  
c u a r ta  d e s c r i t a  en 2 .3 .1 .  1 , s a lv o  que e l  tiem po de re a c c io n  ha s id o  de 
dos h o r a s .
2 .3 .3 .  E x p e r ie n c ia s  con p re p a ra d o s  e n z im a tic o s  p u r i f i c a d o s .
2,2,S,1. Aialamiento de L-'eerinaitetrahidrofdtioo-S^lO -hidroxim etiltrane^  
feraea.
Se ha a i s l a d o  d e l  h îgado  de r a t a s  norm ales y t r a t a d a s  con a m itro l  l a  
L - s e r in a : t e t r a h id r o f ô l i c o - 5 ,1 0 - h i d r o x im e t i l t r a n s f e r a s a  (EC 2 .1 .2 .1 )  po r e l  
metodo de B la k ley  (5 0 6 ). La enzim a c a t a l i z a  l a  co n v e rs io n  de g l ic o c o la  en
's e r in a  en p re s e n c ia  de â c id o  t e t r a h i d r o f 6 l l c o  y fo rm a ld eh id o .
Las r a t a s  se  s a c r i f i c a n  p o r^ d e c a p ita c io n  s in  a n e s te s i a  y e l  h îg ad o  se  
e x t r a e  râp id am en te  y s e  la v a  en  tampon de f o s f a to  p o tâ s ic o  0 .1  M, pH 7 .5  
a 0®. P o s te r io rm e n te  se  hom ogeneiza en e l  mismo tampon (1 m l/g  de h îg ad o ) 
en un P o tte r -E lv e h je m  con êmbolo de t e f l o n .  E l hom ogeneizado se  d i lu y e  10 
veces  y se  c e n t r i f u g a  a 4 .300  g d u ra n te  una h o ra .  E l so b re n a d a n te  s e  l l e ­
va inm ed iatam en te  a 53® se  m an tiene  a e s t a  te m p e ra tu ra  d u ra n te  1 0  min y se
e n f r î a  despuês en agua h e la d a . Se c e n t r i f u g a  nuevam ente a 4 .300  g d u ra n te
30 min y a l  so b ren ad an te  c la r o  s e  anade (NH^)2 S0 ^ 3 .75  M a ju s ta d o  a pH 7 .5  
con NH^OH h a s ta  c o n c e n tra c io n  f i n a l  de 1 ,4 7  M. Despuês de d e ja r  l a  m ezcla 
3 h o ra s  en f r î o ,  e l  p r e c ip i ta d o  se  s é p a ra  p o r c e n t r i f u g a c io n  y se  d e se c h a . 
A l so b re n a d a n te  se  v u e lv e  a a n a d ir  (NH^)2 S0 ^ en l a  misma form a h a s ta  con­
c e n t r a t i o n  f i n a l  de 2 .06  M. E l p r e c ip i ta d o  s e  reco g e  p o r c e n t r i f u g a c io n ,  
se  la v a  con (NH^) 2 3 0 ^2 . 06iM pH 7 .5 ,  s e  d is u e lv e  en un pequeno volumen de 
tampon f o s f a to  0 ,0 1  M pH 7 ,5 ,  s e  d i a l i z a  f r e n t e  a 100 volum enes de tampon 
f o s f a to  0 .0 2  M, pH7,5 d u ra n te  3 h o ra s  y ,  p o s te r io rm e n te ,  d u ra n te  o t r a s  3 
h o ra s  f r e n t e  a tampon f o s f a to  0 ,0 0 1  M pH 6 .3 .  Se v a lo ra n  l a s  p r o te în a s  en 
una a l î c u o ta  de l a  d is o lu c io n  r é s u l t a n t e  p o r e l  mêtodo de Lowry (474) y e l  
r e s to  se  g u ard s  a - 2 0 ® h a s ta  su  u t i l i z a t i o n .
2,2, S, 2. S ïn tee is  enzimâtioa de serin a .
Se ha  seg u id o  una tê c n ic a  sem ejan te  a  l a  de B lak ley  (506) en cu an to  a 
l a  com posicion  d e l  medio de in c u b a c io n , p e ro  con d i f e r e n c ia s  c o n s id e ra b le s  
re s p e c to  a  l a  v a lo ra c io n  de s e r in a  s i n t e t i z a d a .
La re a c c io n  s e  l l e v a  a  cabo en un a p a ra to  de W arburg, en v a s i j a s  de 
25 ml p r o v is ta s  de rama l a t e r a l .  En e l  com partim en te  p r in c i p a l  s e  d isp o n en  
0 .1  ml d e l  p rep a rad o  e n z im â tic o , 0 .1  ml de NaHCO^ 0 .1 2  M, 0 .1  ml de una 
d is o lu c io n  de f o s f a to  de p i r i d o x a l  (1 .4 9  mg/ml) y 0 . 8  ml de â c id o  t e t r a h i  
d r o f o l ic o  (0 .8 6  m g/m l). En l a  rama l a t e r a l  s e  co lo can  0 .1  ml de g l ic o c o la  
1 .3 5  M y 0 .0 5  ml de una d is o lu c io n  0 .2 7  H de fo rm a ld e h id o , re c ie n te m e n te  
p re p a ra d a . Se d e sp la z a  e l  a i r e  d e l  s is te m a  m ed ian te  e l  paso de N2 -CO2  
(9 5 :5 ) d u ra n te  30 m in u tes  con a g i t a c i ê n ,  a l  p ro p io  tiem po que l a  tem p era tu  
r a  se  é q u i l ib r a  a  37® Una vez r e a l iz a d a  e s t a  o p e ra c iô n  s e  c i e r r a n  l a s  vasj^ 
j a s  y se  da com ienzo a l a  r e a c c io n  m ezclando e l  co n te n id o  de ambos compar­
t im e n te s  y se  c o n tin u a  d u ra n te  una h o ra .  La in c u b a c io n  s e  te fn in a  por é d i ­
t i o n  de 0 .1  ml de â c id o  p e r c lô r ic o  a l  70% f r î o ,  s e  d e ja  e s t e r  l a  v a s i j a  a 
0 - 2 ® d u ra n te  30 m in u tes  y s e  c e n t r i f u g a  p a ra  é l im in e r  e l  p r e c ip i ta d o  de
p r o te f n a  que se  d e se ç h a . Se toma 1 ml d e l  so b re n a d a n te  que se  m ezcla  con 
una c a n tid a d  ig u a l  de tamp6 n c i t r a t o  0 .2  N, pH 2 .2  (4 9 6 ) , cuya p r e p a r a t io n  
se  ha d e s c r i t o  en e l  a p a r ta d o  2 . 2 . 4 .1 ,  y se  v a lo ra  c u a n t i ta t iv a m e n te  l a  se  ^
r in a  form ada en un a n a l iz a d o r  de am inoâcidos Beckman modelo Unichrom, s i -  
guiendo l a  tê c n ic a  e x p u e s ta  en  2 .2 .6 .  En e s te  caso  s o lo  es  n e c e s a r io  u t i l i  
z a r  e l  p rim er tam pon, dado . e l  tiem po de e lu c io n  de l a  s e r in a .
D el r e s to  d e l  so b re n a d a n te  se  toma una a l î c u o ta  de lO y l que se  croma­
to g ra f  î a  en ta p a  f in a  d e l  modo h a b i tu a i .
2 .4 .  TECNICAS DE ESTUDIO DEL METABOLISMO DE AMITROL.
2 .4 .1 .  I n v e s t ig a c iê n  de m e ta b o li to s  de a m i t r o l .
2, 4,1,1, Prooedimientos crcmatogrâfiQoe,
Los d e r iv a d o s  de a m i t r o l ,  p r é s e n te s  en lo s  d iv e rs o s  t e j id o s  o e x c re -  
c io n e s  de lo s  an im a le s  t r a ta d o s  se  han in v e s t ig a d o ,  en g e n e ra l ,  m ed ian te  
d iv e rs e s  tê c n ic a s  c ro m a to g ra f ic a s  y s e  ha comparado su  com portam iento  con 
e l  de lo s  d e r iv a d o s  a i s la d o s  de v e g e ta le s  o m ic ro o rg an ism o s.
Los p ro c e d im ie n to s  c ro m a to g ra f ic o s  mas em pleados han s id o  l a  crom ato - 
g r a f î a  en  p a p e l (Whatman n® 1) a sc e n d a n te  o d escen d a n te  y l a  c ro m a to g ra f îa  
en capa f in a  de c e lu lo s a  (M acherey-N agel, MN 300, con un e sp e so r  de capa 
de 0 .2 3  mm en hum edo).
Los s is te m a s  de d is o lv e n te s  u t i l i z a d o s  en t a i e s  c ro m a to g ra f îa s  han
s id o :
S istem a A: B u ta n o l-e ta n o l-a g u a  (3 2 .3 :3 2 :1 5 .5 )  . (9 ) .
S istem a B: I s o p ro p a n o l-h id ro x id o  am ënico-agua (6 :2 :2 )  (9 ) .
S istem a C: P ir id in a -a g u a  (8 :2 )  (1 6 ) .
S istem a D: Iso p ro p a n o l-h id ro x id o  am ênico-agua (8 0 :5 :1 5 ) (1 6 ).
S istem a E: M e ti le t i lc e to n a -m e ta n o l-a g u a  (2 5 :5 0 :2 5 ) (5 0 7 ).
Como re v e la d o re s  se  han em pleado:
a) N in h id r in a  a l  0.2% en e ta n o l .
b) R eac tiv o  "U" de R acusen (v êase  a p a r ta d o  2 .2 .5 )
c) R eac tiv o  de E h r l ic h  (5 0 8 ), com puesto p o r : 
p -d im e tila m in o b e n z a ld e h id o  0 . 5  g
HCl co n cen trad o  .......................... 1 .0  ml
E ta n o l d e l  96% .................... . .1 0 0  ml
2,4,1,2,  Valoraoionee de œnithol.
P ara  v a lo r a r  a m it ro l  en m u e s tra s  b lo lë g ic a s  s e  han u t i l i z a d o  a l t e r n a -  
tiv am en te  lo s  s ig u ie n te s  p ro c e d im ie n to s  c o lo r im â t r ic o s :
a) Mêtodo de K r ô l le r  (9 7 ) .
Se m ezclan  2 ml de l a  d is o lu c io n  problem a con 0 .3  ml de HCl 1 N y
,0 .2  m l de NaNO  ^ 0 .0 1  M. Se a g i t a  y s e  c a l i e n t a  l a  d is o lu c iê n  a l  5 0 * d u ran te
13 m in u te s . Se anaden en e s t e  momento 0 .4  ml de NaOH 1 N, 1 ml de una d i ­
so lu c io n  de b o rax  a l  5% y , f in a lm e n te ,  0 .2  ml de una d is o lu c io n  de l a  s a l
(*)d is ô d ic a  d e l  â c id o  8 - a m in o - l - n a f to l - 3 , 6 - d i s u l f ê n i c o  a l  0.1% . Se a g i t a
h a s ta  c o n se g u ir  una m ezcla t o t a l  y s e  d e ja  e s t a r  l a  d is o lu c io n  a tem peratju 
r a  am b ian te . Despuês de 5 m in u tes  s e ,a n a d e n  0 .5  ml de â c id o  a sc S rb ic o  a l  2% 
y a l  cabo de 1 0  m in u tes  se  m ièe l a  a b s o rb a n c ia  a  525 nm f r e n t e  a un b la n c o ,
d e s a r ro l la d o  de ig u a l  form a, en e l  que e l  problem a se  s u s t i tu y e  po r agua
d e s t i l a d a .
La s e n s ib i l id a d  es de 0 .0 5  g /m l s i  l a  m ed ic iân  s e  e f e c tu a  en  c u b e ta s  
de 2  cm de paso  o p t ic o .
b) Mêtodo de G reen y F e in s te in  (5 0 9 ).
Se m ezclan volum enes ig u a le s  de problem a y â c id o  t r i c l o r o a c â t i c o  a l  
5% y se  f i l t r a  en caso  de a p a re c e r  p r e c ip i ta d o .  A 5 .0  ml de d is o lu c iâ n  cla^ 
r a  se  anade 1 .0  ml de NaNOg 0 .0 1  M y s e  m ezcla  b ie n .  Se a d ic io n a  a c o n t i -  
nu ac io n  1 .0  ml de â c id o  c ro m o trô p ico  (3 ,6  - d i s u l f o - l , 8 - d ih id r o x in a f ta le n o )  
0 .0025 M re c ie n te m e n te  p rep a rad o  y , despues de a g i t a r ,  s e  c o lo c a  l a  d is o ­
lu c io n  en bano M aria h i r v i e n t e  d u ra n te  2 .5  m in u te s . Los tu b o s se  e n f r ia n  
inm ed iatam en te  en bano de h ie lo  y s e  mide l a  a b s o rb a n c ia  a 525 nm f r e n t e  a 
un b la n co  en e l  que e l  problem a s e  s u s t i tu y e  p o r ag u a .
En a lg u n o s caso s  se  ha u t i l i z a d o  una m o d if ic a c io n  o r i g i n a l  d e l  metodo 
de Green y F e in s te in  que c o n s is te  en s u s t i t u i r  e l  â c id o  c ro m o trâp ic o  p o r 
â c id o  "H" ( 8 - a m i n o - l - n a f t o l - 3 , 6 - d i s u l f ô n i c o ) . E l p ro ced im ie n to  s e  d e s a r r o -  
11a de ig u a l  form a, p e ro  l a  l e c tu r a  ha de h a c e rs e  a 475 nm, como se  j u s t i -  
f i c a r â  en l a  p a r te  3 de e s t a  m em oria.
 ^  ^ Se ha u t i l i z a d o  un p ro d u c to  de l a  c a sa  F lu k a , p u r i f ic a d o  m ed ian te  convejr 
s io n  en e l  â c id o  l i b r e  y r e c r i s t a l i z a c i ë n  de agua de e s t e  u lt im o .
2,4 ,1 ,2 ,  Cromatografia automâtioa de cambio de ion de derivados de amitroX,
Los d e r iv a d o s  de a m itro l  que dan r e a c c io n  p o s i t i v a  con n in h id r in a  se  
pueden som eter a c ro m a to g ra f ia  a u to m â tic a  de cambio de io n  en un a n a l iz a d o r  
de am inoâcidos Unichrom por c u a lq u ie ra  de lo s  p ro c e d im ie n to s  in d ic a d o s  an­
te r io rm e n te .
P a ra  d e te rm in a r  e l  volumen de e lu c io n  d e l  a m itro l  en l a s  c o n d ic io n e s  
en  que se  a n a l iz a n  sus d e r iv a d o s  se  ha aprovechado su  re a c c io n  con e l  r e a £  
t iv o  de E h r l ic h .  E l a m itro l  se  d is u e lv e  en tampon c i t r a t o  0 .2  N, pH 2 .2  a 
una c o n c e n tra c io n  de 1 0  mg/ml y se  a p l i c a  0 . 5 - 1 . 0  ml de e s t a  d is o lu c io n  a
la s  colum nas que se  e lu y en  de l a  misma form a en que se  hayan c ro m a to g ra f ia
do lo s  d e riv a d o s  de a m i t r o l .  En lu g a r  d e l  r e a c t iv o  de n in h id r in a  se  d isp o ­
ne o t ro  com puesto po r 0 .5  g de p -d im e tila m in o b e n z a ld e h id o  d i s u e l to  en 1 0 0  
ml de una m ezcla  1 :1  de e ta n o l  d e l  96% y tampon c i t r a t o  0 .2  N, pH 3 .1 8 . E l 
f l u j o  de e s te  r e a c t iv o  se  m an tien e  a  l a  misma v e lo c id a d  que e l  de n in h id r^  
na en un a n â l i s i s  norm al y l a  e lu c io n  d e l  a m it ro l  puede s e g u i r s e  en  e l  r e ­
g i s t r e  c o r re s p o n d ie n te  a l  c o lo r im e tro  de 440 nm.
2, 4,1,4,  A nâ lisis  de la orina de los animales tratados.
P a ra  in v e s t ig a r  l a  p re s e n c ia  de d e r iv a d o s  de a m itro l  en o r in a ,  se  r e ­
coge e s ta  a lo  la rg o  d e l  t r a ta m ie n to ,  s e  f i l t r a  y se  d e p o s ita n  10-15 ml so^  
b re  una columna de 25 X 3 .5  cm carg ad a  con A m b erlita  IR-120 en forma 
La columna se  la v a  con 50 ml de agua y d espuês s e  e lu y e  con NH^OH 2 N. E l 
e lu id o  s e  l l e v a  a sequedad a p r e s io n  re d u c id a  y se  r e d is u e lv e  en 1 - 2  ml de 
agua d e s t i l a d a .
P a ra  m u e stra s  de o r in a  o b te n id a s  en  menor c a n tid a d  (a lre d e d o r  de 1 ml) 
s e  han u t i l i z a d o  colum nas de 10 X 0 .9  cm c a rg a d a s  con Dowex 50 X 2 que se  
la v a n  y e lu y en  de l a  misma m anera. Una vez  r e a l iz a d a s  e s ta s  o p e ra c io n e s , 
l a  o r in a  se  som ete a  lo s  p ro ced im ie n to s  a n a l î t i c o s  in d ic a d o s  precedentem ejn 
t e .
2,4 ,1 ,5 ,  A n â lis is  de muestras de te jid o s  de animales tratados.
P ara  in v e s t ig a r  l a  p re s e n c ia  de a m itr o l  o su s  d e riv a d o s  en lo s  d iv e r ­
so s  t e j i d o s  de an im ales  t r a ta d o s  se  ha seg u id o  e l  mismo mêtodo de p re p a ra -  
c io n  de m u e stra s  que p a ra  e l  a n â l i s i s  de am inoâcidos l i b r e s .  En algvnas 
o c a s io n e s ,  s in  em bargo, l a  p r e c ip i t a c io n  de p r o te în a s  se  ha l le v a d o  a cabo 
con â c id o  t r i c l o r o a c â t i c o  eh vez de p e r c l ô r i c o .  En e s to s  caso s  e l  âc id o  \  
t r i c l o r o a c â t i c o  se  é lim in a  p o r e x t r a c c io n  con â t e r  como se  ha e x p lic a d o  aii 
te r io rm e n te .
2,4,1.6 , Eetudio del metaholiemo del am itrol Hn v itro " ,
P a ra  e s tu d i a r  lo s  p ro d u c to s  d e l  m etabo llsm o d e l  a m it ro l  en s is te m a s  
a c e lu la r e s  de m am îferos s e  m ezclan  1 0  ml de hom ogeneizado de h îg ad o  de co­
baya (p rep a rad o  segun e l  mêtodo de 2 . 3 .1 . 1 . )  "con 2 ml de a m itr o l  0 .625  M 
d i s u e l to  en medio K reb s-R in g e r. La m ezcla  s e  in c u b a  a 37° d u ra n te  una h o ra  
y se  d e t ie n e  l a  r e a c c iô n  con 5 ml de â c id o  t r i c l o r o a c â t i c o  a l  10% f r î o .  E l 
p r e c ip i ta d o  de p ro te în a s  se  s é p a ra  p o r c e n t r i f u g a c io n  y se  d esecha  y e l  
â c id o  t r i c l o r o a c â t i c o  se  é l im in a  d e l  so b re n a d a n te  p o r e x t ra c c io n  con ê t e r .  
E l so b re n a d a n te  n e u tro  se  l l e v a  a sequedad b a jo  v a c îo  en un ev apo rado r ro ­
t a t o r i o ,  se  r e d is u e lv e  en una pequena c a n tid a d  de agua y se  c ro m a to g ra f ia  
como se  ha in d ic a d o  en e l  a p a r ta d o  2 . 4 . 1 . 1 .
2 .4 .2 .  O b tencion  de m e ta b o li to s  de a m i t r o l .
Se han a i s l a d o ,  a e f e c to s  de com paraciôn con lo s  d e te c ta d o s  en m amîf^ 
r o s ,  a p a r t i r  de v e g e ta le s  y m icro o rg an ism o s.
2,4,2,1, Derivados de am itrol en vegetales.
Se han o b te n id o  a p a r t i r  de p la n ta s  de a lu b la s  (P h aseo lu s  v u lg a r i s )  
t r a t a d a s  con a m i t r o l .
Las s e m i l la s  se  d e ja n  a 25° en l a  o sc u r id a d  so b re  p a p e l de f i l t r o  hu— 
medo h a s ta  que germ inan y en e se  momento s e  p la n ta n ,  a 1  cm de p ro fu n d id a d , 
en a re n a  la v a d a  que Se r ie g a  con agua todos lo s  d îa s  y se  m an tiene  en l a s  
mismas c o n d ic io n e s  h a s ta  que b ro ta n  l a s  p l â n tu l a s .  A p a r t i r  de e s t e  momen­
to  e l  c u l t iv o  se  expone a l a  lu z  d u ra n te  9-10  h o ra s  d i a r i a s  y se  r ie g a  con 
e l  medio h id ro p ô n ic o  de S h ive  que se  p ré p a ra  a  p a r t i r  de l a s  s ig u ie n te s  d ^  
s o lu c io n e s ;
KH^PO^ .....................................  4 9 .0 0  g / l
Ca(N0^)2 ................................. 24 .56  "
MgSO  ^ ........................................ 73 .95  "
P ara  e l l e  se  m ezclan 50 ml de cada d is o lu c io n ,  se  anaden 4-5  mg de 
f o s f a to  f â r r i c o  y se  com pléta  e l  volumen a  1 . 0 0 0  m l.
Cuando han  a p a re c id o  l a s  h o ja s  p r im a r ia s  s e  com ienza e l  t r a ta m ie n to  
con a m i t r o l ,  que se  p u lv e r iz e  a d i a r i o  so b re  l a s  p la n ta s  en d is o lu c iô n  aciw  
sa  a l  2%. E l tr a ta m ie n to  s e  suspende cuando com ienza a a p r e c ia r s e  c l o r o s i s  
y a n te s  de que ap a re zcan  zonas de n e c ro s is  so b re  l a s  h o ja s  s e  c o r ta n  ê s t a s ,  
ju n to  con lo s  m eris tem o s, y se  co n g e lan  en a i r e  l îq u id o .
A c o n tin u a c iô n  se  s ig u e  una m o d if ic a c io n  d e l  p ro ced im ien to  de e x t r a c ­
c io n  de M assin i (1 6 ) . Las p la n ta s  co n g e lad as  se  hom ogeneizan d u ra n te  un m^ 
nu to  con e ta n o l  d e l  70% en una p ro p o rc iô n  de un l i t r o  p o r cada 50 p la n ta s ,  
en un Omni-Mixer (S o rv a ll)  en v a s i j a s  de 1 .5  1 que se  m an tienen  a b i e r t a s  y 
sum ergidas en bano de agua a 8 0 °. E l hom ogeneizado se  f i l t r a  po r un t e j i d o  
de ny lon  y e l  r e s id u o  se  e x t ra e  dos v eces d u ra n te  una h o ra  con agua (500 ml 
por cada 50 p la n ta s )  a 50° *y con a g i ta c iô n .
Los e x t r a c to s  se  reunen  y se  c e n tr i fu g a n  d u ra n te  una ho ra  a 500 g . E l 
so b ren ad an te  se  c o n c e n tra  en v a c îo ,  se  a j u s t a  su pH a 2 .0  con HCl, se  cen­
t r i f u g a  una h o ra  a 12.000 g y se  guarda a 0 -5 °  h a s ta  su  u t i l i z a c i o n  (extrac^ 
to  I ) .
Se r e a l i z a n  la s  mismas o p e ra c io n e s  con un c u l t iv o ,  d e s a r ro l la d o  sim u l 
tâneam ente y con l a  misma tê c n ic a  p ero  s in  t r a t a r  con a m itr o l ,  que s i r v e  de 
c o n t ro l  en la s  e x p e r ie n c ia s  s u b s ig u ie n te s .
P ara  som eter e l  e x t r a c to  I  a c ro m a to g ra f ia  de p a p e l o capa f in a  se  pu
r i f i c a  p rev iam en te  1 ml d e l  mismo a t r a v ê s  de una columna de Dowex 50 X4
(200-400 m a lla s )  en forma y su sp en d id a  en ag ua . La columna se  la v a  con 
agua h a s ta  que e l  e lu id o  se a  to ta lm e n te  in c o lo ro  y a c o n tin u a c iô n  se  d e s p l^  
za con NH^ OH y se  c o n c e n tra  l a  d is o lu c iô n  am oniaca l en v a c îo .
P ara  s e p a r a r ,  con f in e s  p r e p a r a t iv e s ,  lo s  d e riv a d o s  de a m itro l  se  ha 
segu ido  p a rc ia lm e n te  e l  mêtodo de M assin i (1 6 ) . Se u t i l i z e  una columna de
20 X 0 .8  cm carg ad a  con A m b erlita  CG 120. La r é s in a  se  u sa  en forma NH^
tamponada con fo rm ia to  amônico a pH 2 .1  que s e  p ré p a ra  m ezclando volum enes 
ig u a le s  de a c id o  fô rm ico  0 .5  N y am oniaco 0 .0 1  N. Una a l îc u o ta  d e l  e x t r a c ­
to  I ,  c o r re s p o n d ie n te  a 10 p la n ta s ,  se  ab so rb e  so b re  l a  columna que se  e ln  
ye con e l  mismo tampôn de fo rm ia to  amônico a l  que se  va ahad iendo  g ra d u a l-  
mente NH^OH 0 .5  N. En a lg u n as  o c a s io n e s ,  p a ra  o b te n e r  un g r a d ie n ts  de pH 
menos p ro n u n c ia d o , se  anade NH^ OH 0 .1  N.
E l e lu id o  se  re c o g e , a v e lo c id a d  de 15 m l/h o ra ,  en  f ra c c io n e s  de 2 
m l, con ayuda de un c o le c to r  LKB. Se toma una g o ta  de cada f r a c c iô n ,  se  de^  
p o s i ta  so b re  p a l e l  de f i l t r o  y se  comprueba l a  p re s e n c ia  de d e riv a d o s  de 
a m itro l  rev e lan d o  e l  p a p e l con r e a c t iv o  "H" (a p a rta d o  2 .2 .5 ) .
Una vez r e a l iz a d a  e s t a  c ro m a to g ra f ia  p r e l im in a r ,  y p a ra  p ro c é d e r  a un 
a is la m ie n to  en g ran  e s c a la ,  se  em plea una tê c n ic a  se m e ja n te , p e ro  l a  colum 
na se  s u s t i tu y e  p o r o t r a  de 20 X 3 .5  cm que se  ca rg a  y e lu y e  de ig u a l  f o r ­
ma, reco g ien d o  f r a c c io n e s  de 1 0  m l.
Las f r a c c io n e s  que dan mancha r o j a  con e l  r e a c t iv o  "H" c o n tie n e n  d e r i 
vados de a m i t r o l .  Se co n c e n tra n  en un ev apo rado r s im u ltân e o  "Evapomix" 
(B ü ch le r) y se  som eten a c ro m a to g ra f ia  a sc e n d a n te  so b re  p a p e l con lo s  s i s ­
temas de d is o lv e n te s  in d ic a d o s  a n te r io rm e n te ._Las f r a c c io n e s  co rre sp o n d ie n  
te s  a un mismo d e riv a d o  se  reu n en  y s e  p u r i f i c a n  po r c ro m a to g ra f îa  en una
columna de c e lu lo s a  de 20 X 1 cm. La columna se  c a rg a  con p o lv o  seco  en l a
^ 3
p ro p o rc iô n  de 1 g de c e lu ln s a  po r 2 cm de columna (510) y se  la v a  con e l
d is o lv e n te  de e lu c iô n  (o rd in a r ia m e n te  lo s  s is te m a s  A o B d e s c r i t o s  en  2 ,4 .
1 .1 )  h a s ta  que se  ob tenga un e lu îd o  in c o lo ro .  La d is o lu c iô n  que se  desea
c ro m a to g ra f ia r  se  a p l ic a  en l a  columna m ezclada con una pequena c a n tid a d  de
polvo  de c e lu lo s a  (510) y l a  e lu c iô n  s e  e fe c tu a  con e l  mismo d is o lv e n te ,
reco g ien d o  f r a c c io n e s  de 1-2  m l. E l d e riv a d o  de a m itro l  s e  l o c a l i z e  con e l
r e a c t iv o  "H" como en l a  c ro m a to g ra f ia  a n t e r io r  se  ré c u p é ra  po r ev ap o rac iô u
d e l  d is o lv e n te  y , s i  e s  n e c e s a r io ,  s e  r e c r i s t a l i z a .  E s ta  o p e ra c iô n  de puri^
f ic a c iô n  se  ha r e a l iz a d o  en a lgunos caso s  en  pequena e s c a la  m ed ian te  croma
to g r a f î a  p r e p a r a t iv e  en p a p e l Whatman n° 3MM.
2, 4. 2.2, Derivados de am itrol en microorganismos.
Se ha u t i l i z a d o  p a ra  o b te n e r lo s  un c u l t iv o  de E s c h e r ic h ia  c o l i  26 -26 , 
a u x ô tro fo  de l i s i n a .
E l m icroorgan ism o se  co n se rv a  en un medio s ô l id o  de a g a r ,  d e l  que su 
t r a n s f i e r e  a o t ro  l îq u id o  de siem bra  com puesto p o r :
K^HPO^  ............................................   7 .0  g / l
KH2 PO4  ............................................    3 .0  "
C i t r a to  sô d ico   ........................ 0 .5  "
MgS0^'7H20 .............................................0 .1  "
(NH^)2S0^ .........................................................................................  1.0  "
que se  e s t e r i l i z a  p rev iam en te  en a u to c la v e  a  0 .5  atm d u ra n te  20 m in u te s . 
D espues de l a  e s t e r i l i z a c i ô n  s e  anade a l  m edio, b a jo  lu z  u l t r a v i o l e t a ,  g l^  
cosa  y L - l is im a  h a s ta  a lc a n z a r  c o n c e n tra c io n e s  de 10 y 0 .0 4 0  g / l  r e s p e c t i ­
vam ente (5 1 1 ). E l m icroorganism o se  m an tiene  en in c u b a c io n  a  30°s in  a g i t a ­
c iô n  d u ra n te  8-10 h o ra s ,  a l  cabo de l a s  c u a le s  s e  in o c u la  l a  s iem bra  a n te ­
r i o r  a l  5% en un segundo medio que c o n tie n e :
S acaro sa   ..............  15 .0  g / l
G l ic e r in a    ..........................  15 .0  "
A cido l a c t i c b    4 .0  "
(NH^)2HP0^ ................................15 .0  "
Na^HPO^      5.0  "
Na^SO^ ..............................................................   0.1  "
MgSO^-ZH^O  ...............   0 .5  "
que se  e s t e r i l i z a  en a u to c la v e  a 1 1 0 °d u ran te  20 m inu tos y se  su p lem en ta ,
como en e l  caso  a n t e r i o r ,  con 0 .1  g de L - l i s i n a  p o r l i t r o  (5 1 1 ),
E l c u l t iv o  s e  d e s a r r o l l a  e n to n c e s  a 30° en v a s i j a s  c i l i n d r i c a s  de 100
m l, d o ta d as  de in d e n ta c io n e s , que se  a g i t a n ,  en d i r e c t i o n  p e rp e n d ic u la r  a
su  e je  a una v e lo c id a d  de 60 c i c lo s  p o r m inuto  (5 1 2 ).
E l c re c im ie n to  d e l  m icroorgan ism o se  s ig u e  m idiendo l a  tu rb id e z  en un 
tu rb id îm e tro  Lange, despuês de d i l u i r  20 v ece s  una m u e stra  d e l  c u l t i v o .
P a ra  o b te n e r  lo s  m e ta b o li to s  d e l  a m it ro l  p ro d u c id o s  p o r e s t e  m ic ro o r­
ganism o se  ha p la n te a d o  una e x p e r ie n c ia  en l a  que s e  c u l t i v a  sim ultâneam en 
t e  en 10 fe rm e n ta d o re s , 9 de lo s  c u a le s  c o n tie n e n  a m itro l  a l  0.1%, quedando 
e l  dêcimo como c o n t ro l  d e l  c re c im ie n to  no rm al. A l a s  21 h o ra s  d e l  c u l t iv o  
( f a s e  de l i s i s  en un c u l t iv o  norm al) s e  anade a dos fe rm e n tad o res  ad en in a  
e h i s t i d i n a  (0.05% de cada una) y s e r in a  (0.05%) a o t ro s  d o s . Al f i n a l  de 
l a  in c u b a c io n  la s  c ê lu la s  se  se p a ra n  p o r c e n t r i f u g a c io n  a  12 .000  g d u ra n te  
10 m inutos a 0 -4 ° .
La misma o p e ra c iô n  se  r e a l i z a  con m u e stra s  d e l  medio de c u l t iv o  que 
s e  toman a lo  la rg o  d e l  mismo y lo s  so b re n a d a n te s  s e  c ro m a to g ra f îa n  en ca­
pa f in a  de c e lu lo s a  d e l  modo ex p resad o  en e l  a p a r ta d o  2 .2 .5 ,  aunque s ô lo  se  
u t i l i z e  e l  p rim er s is te m a  de d i s o lv e n te s .
E l t o t a l  de lo s  m edios de c u l t i v o ,  una vez  e lim in a d a s  l a s  c ê l u l a s ,  se  
d e p o s i t s  so b re  columnas de Zeo-Karb 215 (30 X 0 .5  cm ), que s e  la v a n  con 
agua y e lu y en  p o s te r io rm e n te  con NH^OH 1 N. E l e lu id o  se  c o n c e n tra  b a jo  va 
CIO y s e  g uarda  p a ra  com paraciones c ro m a to g ra f ic a s  con lo s  d e r iv a d o s  de 
a m itr o l  o b te n id o s  de m am îferos.
2 .4 .3 .  E s p e c tro sc o p ia  i n f r a r r o j a  de d e r iv a d o s  de a m i t r o l .
2, 4,2,1, Obtenoiôn de eepeotros.
Se han o b te n id o  e s p e c tro s  i n f r a r r o j o s  de lo s  d e r iv a d o s  de a m i t r o l ,  de^  
pues de p u r i f i c a d o s  y c r i s t a l i z a d o s  en l a  form a d e s c r i t a  en e l  a p a r ta d o  aii
, t e r i o r .  Se ha u t i l i z a d o  i t id is t in ta m e n te  l a  su sp e n s io n  en n u jo l  y p a s t i l l a i  
de KBr, A l o b je to  de a s ig n a r  con mas f a c i l i d a d  c i e r t a s  bandas s e  han e s tu -  
d iad o  ta m b iln  lo s  e s p e c tro s  de d e r iv a d o s  a c e t i l a d o s  s i n t e t i c o s  de a m i t r o l ,  
cuya ob tenci& n s e  d e t a i l s  en e l  a p a r ta d o  s ig u ie n te .
2,4 ,2 ,2,  S in tesia  de l^ o e t i la m itr o l  y Z ^ o e tila m itro l,
E l 1 - a c e t i l a m i t r o l  se  ha s in t e t i z a d o  p o r e l  metodo de S taab  y S e e l 
(5 1 3 ). Se a g i ta n  a te m p e ra tu ra  am b ian te  1 .0 5  g de a m itro l  (K och -L igh t, r e -  
c r i s t a l i z a d o  de e ta n o l)  y 0 .4 9  g de c lo ru ro  de a c e t i l o  en 125 ml de t e k r a h i  
d ro fu ra n o  a n h id ro  d u ra n te  20 h o ra s .  A1 cabo de e s t e  tiem po , l a  m ezcla de 
re a c c io n  s e  f i l t r a ,  s e  é l im in a  e l  d i s o lv e n te  p o r d e s t i l a c i ô n  en v a c îo  a 
30-40° y e l  r e s id u o  s e  r e c r i s t a l i z a  de benceno a n h id ro . R endim iento  91%. P .
F . 150°.
E l 3 - a c e t i l a m i t r o l  s e  s i n t e t i z a  p o r t r a n s p o s ic iô n  d e l  d e riv a d o  1 -a c e -  
t i l a d o .  P a ra  e l l o  se  c a l i e n t a  e s t e  d u ra n te  T m inu tos en  tubo  c e rra d o  en va 
c îo  a 190°. Se o b t ie n s ,  con un 100%de re n d im ie n to , 3 - a c e t i l a m i t r o l .  P .F . 
287-8° (5 1 3 ).
P a ra  o b te n e r  d ire c ta m e n te  e l  d e r iv a d o  a c e t i l a d o  en 3 s e  ha se g u id o  e l  
metodo de F re d r ic k  y G e n ti le  (2 2 ) . Se c a l i e n t a n  a r e f l u j o  en bano de v ap o r 
d u ra n te  una h o ra  10 g de a m itro l  y 50 ml de a n h îd r id o  a c ê t i c o .  Despuês se  
v i e r t e  l a  m ezcla de re a c c iô n  so b re  50 ml de agua a  0 ° .  Se f i l t r a  a l a  trom  
p a , se  d is u e lv e n  lo s  c r i s t a l e s  en agua c a l i e n t e  y s e  t r a t a  l a  d is o lu c iô n  
con 1 g de carbôn  a c t iv o ,  h irv ie n d o  d u ra n te  3 -5  m in u to s . Se f i l t r a  despuês 
p a ra  e l im in a r  e l  ca rb ô n  a c t iv o  y se  e n f r î a  en n ev e ra  d u ra n te  6 h o ra s .  Los 
c r i s t a l e s  s e  reco g en  p o r f i l t r a c i ô n  y s e c a n  so b re  PgO^ en v a c îo .
2 .5 .  ESTUDIO DE LA TOXICIDAD Y PATOGENICIDAD DEL AMITROL.
Ademas d e l  c o n t r o l  de peso  de lo s  an im a le s  t r a t a d o s  con a m itro l  s e  
han r e a l iz a d o  una s e r i e  de p ru eb as  h i s to l ô g ic a s  que s e  d e t a l l a n  a c o n tin u a  
c iô n .
2 .5 .1 .  A n â l i s i s  de s a n g r e .
Se o b tie n e  sa n g re  de lo s  an im ale s  t r a t a d o s  p o r punciôn  c a rd ia c a  y se  
d é te rm in a  en e l l a  e l  c o n te n id o  de h em a tîe s  y le u c o c i to s  p o r re c u e n to  microns 
c ô p ic o .
2 .5 .2 .  E s tu d io  m ic ro scô p ico  de t e j i d o s .
Se han r e a l iz a d o  en h îg a d o , ( lô b u lo  p i r a m id a l ) ,  b azo , i n t e s t i n o  y mê- 
d u la  ô se a .
P a ra  e l l o  se  f i j a n  m u e stra s  de lo s  t r è s  p rim ero s  t e j id o s  inm ed iatam en te  
despuês de l a  m uerte  d e l  an im al en e ta n o l- a c id o  a c ê t ic o  3 :1 , se  d e s h id ra ta n  
con e ta n o l  acuoso y despuês con e ta n o l  a b s o lu to  y se  in c lu y e n  en p a r a f in a .  
Los c o r te s  de l a  in c lu s io n  se  t in e n  p o r m êtodos co n v en c io n a les  y se  o b t i e -  
nen m ic ro fo to g ra f îa s  con ayuda de un m ic ro sco p io  Z e iss  con camara fo to g r a -  
f i c a  in c o rp o ra d a .
La mêdula osea se obtiene a partir del fémur de los animales inmedia­
tamente despuês de su muerte. Se extiende sobre un portaobjetos, se tine 
con Azur Eosina (Giemsa) y se observa en la forma descrita anteriormente.
3. RESULTADOS Y DISCUSION
La p re s e n te  i n v e s t ig a t io n  s e  comenzo con e l  e s tu d io  de lo s  e f e c to s  
d e l  a m itro l  so b re  l a  b i o s i n t e s i s  de p r o te în a s  ta n to  en s is te m a s  a c e lu l^  
r e s  como " in  v iv o " .  En e l  esquema de l a  f ig u r a  5 s e  reco g e  e l  p la n te a -  
m iento  i n i t i a l  de l a  in v e s t ig a t io n .  En l a s  d iv e rs a s  s e c c io n e s  de e s t a  
t e r c e r a  p a r t e  de l a  memoria se  i r a n  ano tando  lo s  r e s u l ta d o s  o b te n id o s  
segun d icho  p la n te a m ie n to , a s !  como l a s  e x p e r ie n c ia s  que p a ra  p oner de 
m a n if ie s ta  e l  s ig n i f i c a d o  de a lgunos de e l l o s ,  s e  han r e a l iz a d o  de modo 
a d ic io n a l  a l  esquema In d ic a d o .
O
"O
0)
«  2  — c
(/> Q,o
SISTEMAS
ACELULARES
HIQADO
CEREBRO
RETICULOCITOS
INCORPORACION DE 
LEUCfNA-1-^C IN VIVO
Figura 5
3 .1 . BIOSINTESIS DE PROTEINAS EN SISTEMAS ACELULARES.
3 .1 .1 .  D qterm inaciSn  de a c t iv id a d  de am lnoltcldo! tRNA l i g a s a s .
: 70
3 .1 .2 .1 . Preparaoién de ATP-y- P .
32E l ATP-y- P se  s i n t e t i z ô  conform e se  ha in d ic a d o  en l a  s e c c iô n
2 .1 .5 .1 .  y su p u reza  rad io q u im ica  se  d e te rm in e  m ed ian te  c ro m a to g ra f ia  
en p a p e l y p o s te r io r  a u to r r a d io g r a f ia  ( f ig u r a  6 ) .  Puede o b s e rv a rs e  en 
e l l a  que e x i s t e  un u n ico  p ro d u c to  m arcado, cuyo c o in c id e  con e l  d e l  
ATP. No s e  o bserva  a c t iv id a d  en l a s  zonas c o r re s p o n d ie n te s  a l  AD? y 
AMP.
32No o b s ta n te ,  l a  c o n s e rv a t io n  d e l  ATP-y- P en d is o lu c iô n  a  0-5* 
d u ra n te  la rg o  tiem po conduce a una descom posic iôn  p a r t i a l .  Se ha in ­
v e s tig a d o  e s te  extrem o por c ro m a to g ra f ia  de a l îc u o ta s  de una d i s o lu -  
32c iô n  de ATP-y- P (3 .0  mCi/mmol) a lo s  18 y 48 d la s  de su  p re p a ra c iô n . 
Despuês de r e a l iz a d a  l a  c ro m a to g ra f ia  e l  ATP se  e luyô  con 5 ml de HCl
0 .1  N y se  d e te rm in é  su  a c t iv id a d  e s p e c l f i c a .  En l a  t a b la  IX se  en - 
c u e n tra n  lo s  r e s u l ta d o s  de e s ta  d e te rm in a c iô n . La segunda columna i n -
d ic a  l a  a c t iv id a d  e s p e c l f ic a  r e a l  m ie n tra s  que l a  t e r c e r a  da c u e n ta  de 
l a  e s p e ra d a , ten ien ( 
do es de 14 ,3  d la s .
32d o  en cu en ta  l a  d e s in te g ra c iô n  d e l  P , cuyo perio^
TABLA IX
DESCOMPOSICION DEL ATP-y-^^ P DURANTE SU CONSERVACION
Tiempo P ê rd id a  de D escom posiciôn
(d la s )  S^  ^ S T eô rica^   ^ S de ATP (%)
0 3 .00 - - -
18 1 .1 4 1 .26 0 .1 2 9 .5
48 0 .0 1 0 .2 9 0 .2 8 96 .6
(*) A c tiv id a d  e s p e c l f ic a  en mCi/mmol,
(**) A c tiv id a d  e s p e c l f ic a  c o r re g id a  p o r l a  d e s in te g ra c iô n  d e l  .


A l a  v i s t a  de e s ta  t a b la  es é v id e n te  l a  n e c e s id a d  de em plear e l  
ATP lo  a n te s  p o s ib le  despuês de su p r e p a r a t io n ,  con e l  f i n  de a seg u - 
r a r  l a  p u re z a  d e l  m a te r ia l  u t i l i z a d o .
E l mismo p ro c e d im ie n to  c ro m a to g ra f ic o  es v ê l id o  p a ra  in v e s t ig a r  
l a  p u reza  quim ica d e l  ATP s in t e t i z a d o .  Un crom atogram a de ATP, r e v e l^  
do p o r f o to g r a f i a  to n  lu z  u l t r a v i o l e t a  ( f ig u r a  7) no p e rm ite  d e s c u b r ir  
mas manchas que l a s  c o r re s p o n d ie n te s  a e s t e  t r i f o s f a t o ,  s in  que ap a rez  
can t r a z a s  de ADP n i  AMP.
3.1,1.2,  Puesta a punto del mêtodo.
E ste  nuevo m êtodo, cuyos d e t a l l e s  e x p é r im e n ta le s  se  han exp u esto  
en l a  s e c t io n  2 .1 .5 .2  se  puso a pun to  con una f r a c t i o n  e n z im a tic a  pH 5, 
o b te n id a  de h igado  de cobaya segun l a  m o d if ic a c io n  de Schweet (481) 
d e s c r i t a  en e l  a p a r ta d o  c o r re s p o n d ie n te .  E l e s p e c tro  u l t r a v i o l e t a  de 
la  f r a c t i o n  e n z im a tic a  se  reco g e  en l a  f ig u r a  8 . La r e l a t i o n  ^260^^280* 
c a lc u la d a  a p a r t i r  de ê l ,  es de 1 .3 3 , lo  que in d ic a  una p ro p o r t io n  tRNA/ 
p r o te in a  r e la t iv a m e n te  e le v a d a  y conform e con lo s  d a to s  b i b l i o g r a f i c o s .
La co m p o sitio n  de l a  m ezcla de in c u b a c io n  es e se n c ia lm e n te  l a  de^  
c r i t a  en l a  l i t e r a t u r a  p a ra  l a  r e a l i z a t i o n  d e l  in te rc a m b io  ATP-PP en 
p r e s e n c ia  de p i r o f o s f a to  m arcado. La p re s e n c ia  de io n e s  F es n e c e sa -  
r i a  p a ra  i n h i b i r  l a  a c c iê n  de l a  p i r o f o s f a t a s a .
Se comprobô que e l  volum en ôptim o de a p l ic a c iê n  p a ra  l a  crom ato­
g ra f  î a ,  en o rden  a l a  o b te n tio n  de crom atogram as c u a n t i ta t iv a m e n te  r e -  
p ro d u c ib le s  es de 10 y l .  En e s ta s  c o n d ic io n e s  puede lo g r a r s e  que l a  maii 
cha de ATP ten g a  una s u p e r f i c i e  i n f e r i o r  a l a  de l a  v en tan a  d e l  tubo 
G eiger em pleado ( 1 " ) ( f ig u r a  9 ) .
La d e te c c iê n  po r f o to g r a f î a  en  la s  c o n d ic io n e s  e x p u e s ta s  es  mas 
s e n s ib le  que l a  s im p le  in s p e c t io n  v i s u a l  d e l  crom atogram a b a jo  lu z  u l ­
t r a v i o l e t a .  S in  em bargo, a l  u t i l i z a r  p a p e l c ro m a to g ra f ic o  no t r a t a d o  
la s  manchas de ATP ap a re cen  so b re  un fondo que d én o ta  una l i g e r a  abso_r 
c io n  de lu z  po r p a r t e  d e l  p a p e l .  La c a n t id a d  norm al de a p l ic a c io n  p e r ­
m ite  d e s ta c a r  c la ra m e n te  l a s  m anchas, p e ro  l a  a b so rc io n  de fondo pue­
d e , no o b s ta n te ,  im ped ir que e l  co n to rn o  de e l l a s  a p a re z c a  n î t i d o .  Es­
ta  a b s o rc io n  de fondo se  debe a l a  p r e s e n c ia  de io n e s  m e tâ lic o s  y d e -  
s a p a re c e  to ta lm e n te  cuando se  u t i l i z e  p a p e l lav ad o  p rev iam en te  con disjo 
lu c io n  de EDTA. Es tam biên  im p o rta n te  e l im in a r  t r a z a s  de io n e s  m e tâ l i ­
cos d e l  s is te m a  de d e s a r r o l lo  y a e s t e  o b je to  obedece tam biên  l a  p re ­
s e n c ia  de EDTA en e l  d is o lv e n te  em pleado. Obrando de e s t a  m anera , la s
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ùianchas de ATP a p a re cen  d e f in id a s  con s u f i c i e n t e  n i t i d e z  p a ra  d e l im i-  
t a r  su co n to rn o  ( f ig u r a  9 ) .
La p rim era  e x p e r ie n c ia ,  cuyos r e s u l ta d o s  se  in d ic a n  en l a  t a b la  X 
se  r e a l i z ë  ex c lu siv am e n te  p a ra  com probar l a " v a l id e z  d e l  m êtodo. De e s ­
to s  r e s u l ta d o s  s e  desp ren d e  que e l  in te rc a m b io  ATP-PP r e a l iz a d o  en lo s
TABLA X
INTERCAMBIO ATP-PP EN PRESENCIA DE FRACCION 
ENZIMATICA pH 5 DE HIGADO DE COBAYA
Tiempo (m inu tos) A c tiv id a d  d e l  ATP (cpm)
0 1 .239
2 1 .280
4 1 .171
6 1 .163
9 1 .099
11 1 .055
13 951
25 884
34 769
34 m in, de r e a c c iê n  fu e  de un 42%, co n co rd a n te  con e l  observado  po r 
lo s  o t ro s  m êtddos d i s p o n ib le s ,
Los r e s u l ta d o s  s ô lo  in d ic a n  re a lm e n te  que l a  a c t iv id a d  t o t a l  d e l  
ATP ha d ism in u id o . P a ra  que pueda h a b la r s e  de in te rc a m b io  ATP-PP s e r ê  
m en este r demost r a r  que l a  a c t iv id a d  e s p e c î f ic a  tam biên  d ism in u y e , es 
d e c i r  que l a  d e s a p a r ic iô n  de a c t iv id a d  t o t a l  s e  debe a l a  in t ro d u c c iô n  
de PP norm al como una co n secu e n c ia  de l a  re a c c iô n  de in te rc a m b io  y no 
a l a  d e s tru c c iô n  d e l  ATP en e l  t r a n s c u r s o  de l a  in c u b a c iô n .
Con e s te  f i n ,  despuês d e l  c o n ta je  s e  e lu y e ro n  la s  manchas de ATP 
con 5 m l. de HCÔ 0 .1  N y s e  d é te rm in é  l a  a b so rb a n c ia  de to d a s  l a s  muM 
t r a s  a 260 nm en cu b e ta  de 1 cm de paso  ô p t ic o .  En l a  t a b la  XI se  reco^ 
gen lo s  r e s u l ta d o s  de e sa  v a lo ra c iô n .  Puede o b s e rv a rs e  que, p r ê c t i c a -  
m ente l a  c o n c e n tra c iô n  de ATP es c o n s ta n te  a lo  la rg o  de to d a  l a  t^ ^ c -  
c iô n  o , lo  que es  lo  mismo, que l a  d ism in u c iô n  de a c t iv id a d  s e  debe 
re a lm e n te  a un p ro ceso  de in te rc a m b io .
TABLA XI
Tiempo (m in t) Abs. 260 nm
0 ' 0 .201  
2 0 .225
4 0 .227
'  6 0 .218
9 0 .215
11 0 .212
15 0 .225
25 0 .220
A si p u e s , en lo  s u c e s iv o , todos lo s  r e s u l ta d o s  se  e x p re sa ra n  como 
p ê rd id a  de a c t iv id a d  t o t a l . l o  que, dada l a  c o n s ta n c ia  de c o n c e n tra c iô n  
d e l ATP, é q u iv a le  a h a b la r  de p ê rd id a  de a c t iv id a d  e s p e c î f i c a .
2.1, ï .  6, C ritioa det mêtodo.
E l p ré s e n te  m êtodo, como todos lo s  que s ig u en  e l  in te rc a m b io  ATP- 
PP por tê c n ic a s  i s o t ê p i c a s ,  es  mas s e n s ib le  que lo s  que v a lo ra n  l a  a c -  
t iv a c iô n  de am inoâcidos po r o b te n c io n  de h id roxam atos y d e te rm in a c iô n  
c o lo r im ê tr ic a  c u a n t i t a t i v a  de e s to s  u lt im o s .
Todas la s  tê c n ic a s  i s o tê p ic a s  d e s c r i t a s  en l a  b ib l io g r a f i a  p a r te n  
de ATP norm al ÿ p i r o f o s f a to  marcado y e s tu d ia n  l a  a p a r ic io n  de a c t i v i ­
dad en ATP. Por e l  c o n t r a r io ,  e l  mêtodo p ré s e n te  p rocéd é  en s e n t id o  iii 
v e r s o . Su v e n ta ja  p r in c ip a l  e s t r i b a  en que l a  r e a c c io n  se  s ig u e  por 
d e s a p a r ic iô n  de a c t iv id a d  dé ATP, lo  que p e rm ite  c o n s e g u ir , con menos 
d i f i c u l t a d ,  a c t iv id a d e s  e le v a d a s  en lo s  p rim ero s  in s ta n te s  de l a  r e a c ­
c iô n , con e l  c o n s ig u ie n te  aumento de p r e c i s io n  en e l  e s tu d io  de su  i n i  
c ia c iô n .
La s e p a ra c iô n  de lo s  p ro d u c to s  de re a c c iô n  po r c ro m a to g ra f ia  so ­
b re  p a p e l se  ha empleado ya p o r o t r o s  a u to r e s ,  aunque s ig u ie n d o  t ê c n i ­
cas d is  t i n t a s  (v ê a se , p o r e jem p lo , l a  r e f e r e n d a  5 1 4 ). Sus v e n ta ja s  s ^  
b re  l a  S ep arac iô n  por a d so rc iô n  so b re  carbôn  a c t iv o  son é v id e n te s ,  ta ii 
to  en o rden  a l a  s e n c i l l e z  d e l  m êtodo, como po r l a  e s c a sa  c a n tid a d  de 
m ezcla de in c u b a c iô n  r e q u e r id â ,  lo  que p e rm ite  s e g u ir  su  cu rso  a lo  
la rg o  d é l  tiem po , aôn p a r t ie n d o  de m u e stra s  r e d u c id a s .
3 .1 .2 ,  S istem a a c e lu la r  de h îgado  de co b ay a .
3.1.2,1.  B iosin tesis to ta l de proteinas.
Se han r e a l iz a d o  t r è s  e x p e r ie n c ia s ,  dos de e l l a s  con le u c in a  y 
o t r a  con h i s t i d i n a  como p re c u r s o r  i s o tô p ic o .  Las d i f e r e n c ia s  e n t r e  la s  
dos e x p e r ie n c ia s  con le u c in a  e s t r i b a n  en e l  lav ad o  de lo s  ribosom as (sjü 
p e r f i c i a l  o po r re su s p e n s iô n )  y en l a  a d ic io n  de b e n to n i ta  en una de 
e l l a s  en e l  medio de p re p a ra c iô n  de lo s  r ib o so m as.
1 - E x p e r ie n c ia .
Se o b tu v ie ro n  ribosom as de h îgado  de cobaya segôn e l  mêtodo d e ta lla ^  
do en e l  a p a r ta d o  2 .1 .2 .1 ,  con a d ic io n  de b e n to n i ta  p a ra  i n a c t iv a r  l a  r 
r ib o n u c le a s a .  La e l im in a c iô n  de d e s o x ic o la to  s e  e fe c tu ô  m ed ian te  lavado  
s u p e r f i c i a l  d e l  sed im en to  r ib o so m a l. La f r a c c iô n  e n z im ê tic a  *'pH 5" se  
p re p a rô  segun se  ha d e s c r i to  en 2 .1 .2 .2 ;  l a  d is o lu c iô n  f i n a l  se  v a lo rô  
po r e l  mêtodo de Lowry, despuês de r e a l i z a r  una e s tim a c iô n  p re v ia  de su 
c o n ten id o  de p ro te în a s  segun se  ha in d ic a d o  en e l  a p a r ta d o  2 .1 .1 .  La 
c o n c e n tra c iô n  r e s u l t ô  s e r  de 8 .0  mg/ml, po r lo  que a l  a n a d ir  0 .1  ml de 
e s te  p rep a rad o  a l a  m ezcla de in c u b a c iô n  se  e n tra b a  d e n tro  de lo s  l im i­
te s  re q u e r id o s  (v êase  2 .1 ,2 .3 ) .
La in c u b a c iô n  se  r e a l i z ô  con le u c in a - l -^ ^ C  y a l  f i n  de l a  misma, 
a n te s  de p ro c é d e r  a l  c o n ta je ,  se  p e sa ro n  to d a s  l a s  m u e s tra s . En n inguna 
de e l l a s  l a  c a n tid a d  de p r o te în a s  fu e  s u f i c i e n t e  p a ra  a lc a n z a r  e l  e sp e ­
s o r  i n f i n i t o ,  po r lo  que a p l ic ô  l a  c o r re c c iô n  de a u to a b so rc iô n  m ed ian te  
l a  fô rm ula  (484):
en l a  que S es l a  a c t iv id a d  e s p e c î f i c a  de l a  p r o te în a ,  y l a  c o n s ta n te  de
a b s o rc iô n , A es l a  s u p e r f i c i e  de l a  p la n c h e ta ,  I  l a  a c t iv id a d  medida y
2h e l  e sp e so r  (mg/cm ) de l a  m u e stra  r a d i a c t i v a ,
E l v a lo r  de l a  c o n s ta n te  y se  c a lc u lô  g ra f ic a m e n te  a p a r t i r  de lo s  
d a to s  de Cam pbell y S a rg en t (4 8 3 ), r e s u l ta n d o  un v a lo r  de 0 ,2 1 3 . De e s ­
t a  form a se  ha c o n s tru id o  l a  columna 5^ de l a  ta b la  X II , a p a r t i r  de lo s  
d a to s  e x p é rim e n ta le s  re seh ad o s  en colum nas a n t e r io r e s .
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TABLA XII
14.INFLUENCIA DEL AMITROL EN LA ,INCORPORACION DE LEUCINA-1- C A PROTEINAS 
SISTEMA ACELULAP DE HIGADO DE COBAYA
A c tiv id a d  .
M uestra S istem a E spesor(mg/cm^)
A c tiv id a d  
m edida (cpm)
e s p e c î f ic a
cpm/mg
V alo re s
m edios
1 C o n tro l 9 .0 202 151
2 C o n tro l 7.1 198 163 151
3 C o n tro l 12.9 207 140
4 AT 6 . lo '^M 8 .4 178 139
5 AT 6 .1 0 " & 9 .0 174 131 135
6 AT lo ” ^ 13.5 193 129
7 AT 10“ ^ 14.1 180 118 123
2- E x p e r ie n c ia ,
Se r e a l i z ô  una nueva p re p a ra c iô n  de ribosom as y de f r a c c iô n  e n z i­
m a tica  "pH 5" y una nueva in c u b a c iô n  con o b je to  de e s tu d ia r  l a  in flu en . 
c ia  d e l  a m itro l  so b re  l a  in c o rp o ra c iô n  a p ro te în a s  de h i s t i d in a - 2 '- ^ ^ C .  
Los r e s u l ta d o s  e s t i n  re c o g id o s  en la . t a b la  X I I I .  Se ha in c lu id o  en e l l a  
e l  r e s u l ta d o  d e l  c o n ta je  de una in c u b a c iô n  de c o n t ro l  r e a l iz a d a  con le ii 
c in a - l-^ ^ C  en l a s  mismas c o n d ic io n e s .
TABLA X III
INFLUENCIA DEL AMITROL SOBRE LA INCORPORACION DE HISTIDINA-2’-^^C
A PROTEINAS
SISTEMA ACELULAR DE HIGADO DE COBAYA 
M uestra
C o n tro l 
AT, lO'^M 
C o n tro l le u c in a
A c tiv id a d  (cpm)*
33 : î  3 
35 t  4 
229 ± 16
* Todas la s  m u e stra s  se  c o n ta ro n  a e ^  
pesor In f in i t e .
La d i f e r e n c ia  e n t r e  l a  in c o rp o ra c io n  de le u c in a  y de h i s t i d i n a  es  16^  
g ic a  s i  se  t i e n e  en cu en ta  que e l  p rim er am in o lc id o  es  unas 5 v eces  mas 
abundan te  que l a  h i s t i d i n a  en la s  p r o te in a s  de h ig a d o .
3- Experiencia.
Los ribosom as se  p re p a ra ro n  s in  b e n to n i ta ,  p e ro  se  la v a ro n  po r re s u s  
p en s io n  segun l a  m o d if ic a c iô n  d e s c r i t a  en e l  a p a r ta d o  c o r re s p o n d ie n te .  E l 
e s p e c tro  u l t r a v i o l e t a  de e s t e  p rep a rad o  r e g is t r a d o  f r e n t e  a un b la n co  de 
medio A, e x h ib io  una m eseta  e n t r e  260 y 280 nm, con una r e l a t i o n  ^260^^280 
de 1 .1 8 .
Con e s to s  p re p a ra d o s  se  l le v 6  a cabo una nueva e x p e r ie n c ia  de in c o r ­
p o ra t io n  de l e u t in a - 1 -  G. Se in tu b a ro n  ]^or d u p li ta d o  m u e stra s  de c o n t ro l  
y , a l  mismo tiem po , se  de term in o  l a  i n f l u e n t i a  d e l  a m it ro l  en in t e r v a lo s  
de c o n c e n tr a t io n  no c u b ie r to s  p o r l a s  e x p e r ie n c ia s  a n t e r i o r e s .  Los r e s u l -  
ta d o s  se  recogen  en l a  t a b la  XIV en l a  que se  in c lu y e n  l e s  in t e r v a lo s  de 
e r r o r  e s t a d î s t i c o  d e l  c o n ta je  p a ra  un margen de s e g u r id a d  d e l  95%.
TABLA XIV
INFLUENCIA DEL AMITROL EN LA INCORPORACION DE LEUCINA-l-^^C A PROTEINAS 
SISTEMA ACELULAR DE HIGADO DE COBAYA
Muéstrà n° ' Cdhtéhido A c tiv id a d  (cpm)*
1 C o n tro l 642 ± 21
2 C o n tro l 618 ± 19
3 AT, 1 .3 5 .1 0 “ ^M 612 ± 20
4 AT, 1 .3 5 .1 0 “ ^M 574 ± 20
5 ■ AT, 5.00.10~^M ________________629 ± 21
* Todas l a s  m u e stra s  se  co n ta ro n  a e sp e so r  i n f i n i t e .
3 .7 .2 .2 .  Aotivaoï-ân de œninoâoidoa,
Con l a  misma p r e p a r a t io n  e n z im â tic a  "pH 5" u t i l i z a d a  en  l a  p rim era  
e x p e r ie n c ia  d e s c r i t a  en e l  a p a r ta d o  a n te r io r ,  se  r e a l i z a r o n  t r è s  incubacijo  
nés con o b je to  de i n v e s t ig a r  l a  i n f l u e n t i a  d e l  a m itro l  en v a r ia s  concen- 
t r a c io n e s  so b re  l a  a c t iv a t io n  de am inoO cidos. Los r e s u l t a d o s  se  exponen 
en l a s  t a b la s  XV y XVI y en l a  f ig u r a  10.
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TABLA XV
INFLUENCIA DEL AMITROL l O " ^  SOBRE LA ACTIVACION DE AMINOACIDOS
(1 -  In cu b ac io n )
Tiempo (min)
A c tiv id a d
C o n tro l
d e l  ATP (cpm) 
AT, 10“ ^M
0 439 439
3 387 410
6 357 383
9 325 373
12 275 336
15 271 308
25 240
35 225 237
% de in te rc a m b io 49 46
(2 -  In cu b ac io n )
0 527 527
3 491 513
6 452 476
9 431 467
12 372 398
25 329 354
40 292 327
% de in te rc a m b io 45 38
-  i i O  -
TABLA XVI
INFLUENCIA DEL AMITROL 5 . lo “ ^ Y 2 . l o " ^ -SOBRE LA ACTIVACION DE
AMINOACIDOS
A c tiv id a d  d e l  ATP (cpm)
Tiempo (min)
0
5
10
15
25
35
% de in te rc a m b io
C o n tro l
507
474
458
400
375
313
38
AT, 5 i l 0 " \  
507 
501 
459 
437 
424 
357
30
AT. 2.10""^M 
507 
516 
480
426
347
32
Z ,1 ,2 ,2 , DisauaiSn,
E l re n d im ie n to  de l a  in c o rp o ra c io n  de am inoacidos m arcados a  p r o te f  
nas puede c o n s id e ra r s e  norm al en l a s  dos p r im e ra s  e x p e r ie n c ia s  y bueno 
en 1^ te r c e r a .  Segun F ru to n  (5 1 5 ), en l a s  co n d ic io n e s  de in c u b a c io n  que 
u t i l i z a n  s is te m a s  a c e lu la r e s  so lo  s u e le  a p a re c e r  en l a s  p ro te in a s  a l r e -  
dedor d e l  1% de l a  a c t iv id a d  d e l  am inoacido m arcado. La a c t iv id a d  de lo s  
am inoacidos m arcados an ad id o s  a l a  m ezcla  de in c u b a c io n  fu e  c o n s ta n te  
en todos lo s  caso s  y , m edida en la s  mismas c o n d ic io n e s  que la s  p r o te in a s  
a r r o jo  un v a lo r  de 23,500 cpm (se  ha a p l ic a d o  l a  c o r re c c io n  de c o in c i -  
d e n c ia ) ,
E sto  supone un re n d im ie n to  aproxim ado d e l  1% p a ra  l a  in c o rp o ra c io n  
de le u c in a  en l a  p rim era  e x p e r ie n c ia  y de c a s i  un 3% en l a  t e r c e r a .  La 
u n ic a  d i f e r e n c ia  e n t r e  ambas e x p e r ie n c ia s  fu e  e l  mëtodo de p r e p a r a t io n  
de lo s  rib o so m as. En l a  t e r c e r a ,  aunque no se  in c lu y o  b e n to n i ta  en e l  
m edio, lo s  ribosom as se  la v a ro n  po r r e s u s p e n s io n , con lo  que puede a f ijr  
m arse que e l  d e s o x ic o la to  s o d i c o s e  e lim in o  p ra c tic a m e n te  de modo t o t a l .  
P arece  p u e s , a l a  lu z  de lo s  r e s u l ta d o s  con sig n ad o s en la s  t a b la s  X II y 
XV, que l a  p re s e n c ia  de d e s o x ic o la to  red u ce  n o tab lem en te  l a  in c o rp o ra ­
c io n  de am inoacidos a p r o te in a s ,  m ie n tra s  que l a  in h ib ic iô n  d eb id a  a l a  
p o s ib le  p re s e n c ia  de r ib o n u c le a s a  e s  menos im p o rta n te ,
E l a m itro l  p a re c e  i n h i b i r ,  aunque muy l ig e ra m e n te ,  l a  in c o rp o ra c io n
de am inoacidos en e s t e  s is te m a  a c e l u l a r .  E s ta  d ism in u c iô n  en l a  incorpo^ 
r a c io n  s o lo  es a p r e c ia b le  -d e b id o  a l  mayor n iv e l  de in c o rp o ra c io n -  en 
la s  e x p e r ie n c ia s  r e a l iz a d a s  con le u c in a  y e n t r e  e l l a s  se  o b se rv a  con mas 
c la r id a d  en l a  p rim era  (T ab la  X I I ) . De to d a s  form as l a  i n h i b i t i o n  es  p£  
queha. La in c o rp o ra t io n  de le u c in a  en p re s e n c ia  de una c o n c e n tra t io n  rje 
la tiv a m e n te  e le v a d a  de a m itro l  (10 ^ )  es e l  83% de l a  de c o n t r o l .  S i 
se  compara e s t a  e s c a sa  r é d u c t io n  con c u a lq u ie ra  de lo s  e jem p los e x p u es-  
to s  a l  t r a t a r  de l a  i n h i b i t i o n  de l a  b i o s i n t e s i s  de p r o te in a s ,  se  puede 
a p r e c ia r  que e l  a m itro l  no puede c o n s id e ra r s e  p lenam en te  como in h ib id o r .
En todo  c a so , la s  e x p e r ie n c ia s  de a c t i v a t io n  de am inoacidos p a r e -  
cen  in d ic a r  que l a  pequeha in h i b i t i o n  p rovocada por e l  a m it r o l  se  encuen 
t r a  en e s t a  e ta p a  p r e v ia  de l a  b i o s i n t e s i s  de p r o te in a s .  E l mêtodo emplea^ 
do p a ra  i n v e s t i g a r l a ,  que como ha quedado d ic h o  es  e sp e c ia lm e n te  a p to  
p a ra  s e g u ir  lo s  p rim ero s  i n s t a n t e s  de l a  r e a c t io n ,  p e rm ite  d e t e c ta r  un 
r e t r a s o  i n i t i a l  en ê l l a  ( f ig u r a  1 0 ) , s i  b ie n  a l  te rm in e  de l a  misma e l  
in te rc a m b io  ATP-PP es  p ra c t ic a m e n te  com parable ta n to  en p re s e n c ia  como 
en a u s e n c ia  de a m itr o l .
P a ra  r e u n i r  mas d a to s  so b re  l a  p o s ib le  a c t io n  in h ib id o r a  d e l  ami­
t r o l  en l a  s î n t e s i s  de p r o te in a s  en  s is te m a s  a c e lu l a r e s ,  se  p la n te a ro n  
la s  e x p e r ie n c ia s  -co n  un s is te m a  a i s l a d o  de c e re b ro  de c o n e jo -  que se  
d e s c r ib e n  a c o n t in u a t io n .
3 .1 .3 .  S istem a a c e lu la r  de c o r te z a  de c e re b ro  de c o n e jo .
S ,1 ,2 .1 , B io sin te sis  to ta l de proteinas,
Por e l  mêtodo de S a tak e  y c o l .  (485) se  o b tu v ie ro n  rib o so m a s, f ra n  
c io n  e n z im a tic a  "pH 5" y f r a c t i o n  s o lu b le  a p a r t i r  de c o r te z a  de c e re ­
b ro  de c o n e jo . E s to s  a u to re s  d e s c r ib e n  tam biên l a  p r e p a r a t io n ,  a p a r t i r  
de c e re b ro  de r a t a ,  de una f r a c t i o n  e n z im a tic a  "pH 4 .5 " ,  que se  o b tie n e  
l le v a n d o  e l  so b re n a d a n te  a e s t e  pH despuês de s e p a ra r  e l  p r e c ip i ta d o  for_ 
mado a pH 5 . En e s t a  f r a c t i o n  "pH 4 .5 "  se  e n c u e n tra n , en c e re b ro  de r a ­
t a ,  l a  mayor p a r te  de l a s  am inoacido  : tRNA l ig a s a s  (5 1 6 ).
P a r t ie n d o  de c e re b ro  de c o n e jo , s in  em bargo, no s e  obtuvo p r e c i p i ­
tad o  a lguno  a pH 4 .5 ,  p o r lo  que p a ra  e s tu d i a r  l a  a c t iv id a d  de l i g a s a s  
se  u t i l i z a r o n  l a s  f r a c c io n e s  "pH 5" y s o lu b le .
La c o n c e n tra t io n  de p r o te in a s  se  d e te rm in o  p o r d u p li ta d o  en m u e stra s  
de e s to s  p re p a ra d o s  po r e l  mêtodo c o lo r im ê tr ic o  de Lowry y r é s u l t e  s e r  
de 10 y 9 .5  m g /m l,re sp e c tiv a m e n te . Ambos p u d ie ro n  u t i l i z a r s e ,  p u e s , s in
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d i l u i r  en l a s  in c u b a c io n e s  c o r r e s p o n d ie n te s . Tambiên se  r e a l i z e  e l  es­
p e c tro  u l t r a v i o l e t a  de l a  f r a c t i o n  "pH 5" qye p re s e n t#  una m ese ta  e n t r e  
255 y 280 nm y una r e l a t i o n  ^260^^280 de 1 .0 2 .
Se l l e v ê  a cabo una e x p é r ie n c ia  de b i o s i n t e s i s  t o t a l  de p ro te in a s  
p a ra  e s tu d i a r  l a  i n f l u e n t i a  d e l  a m itro l  so b re  l a  in c o rp o ra c io n  de le u c ^  
n a -1 -  C e h i s t i d i n a - 2 ' -  C. Los r e s u l ta d o s  se  reco g en  en l a  t a b la  XVII 
en l a  que nuevam ente puede a p r e c ia r s e  l a  lo g ic a  d i f e r e n c ia  e n t r e  l a  in ­
c o rp o ra t io n  de ambos am in o ac id o s.
TABLA XVII
INFLUENCIA DEL AMITROL 1 0 ~ ^  EN LA INCORPORACION DE LEUCINA E HISTIDINA
A PROTEINAS
SISTEMA ACELULAR DE CORTEZA DE CEREBRO DE CONEJO
M uestra  n® aa-^^C C onten ido A c tiv id a dp r o te in a s
de la s  
(cpm)*
1 le u c in a C o n tro l 190 ± 8
2 le u c in a AT, lo ” S i 222 ± 9
3 h i s t i d i n a C o n tro l 50 ± 3
4 h i s t i d i n a C o n tro l 44 ± 3
5 h i s t i d i n a AT, 10“ ^ 41 ± 2
6 h i s t i d i n a AT, lo ” ^ 51 ± 3
* Todas l a s m u e s tra s  se  c o n ta ro n a  e s p e s o r  i n f i n i t o
3, 1 , 3 , 2 ,  A ativaciân de aminodoidoe.
Se l le v a ro n  a  cabo dos in c u b a c io n e s  en p r e s e n c ia  de a m itro l  10 
una de e l l a s  c a t a l i z a d a  po r l a  f r a c c iS n  "pH 5" ( t a b l a  X V III) y l a  o t r a  
po r l a  f r a c t i o n  s o lu b le  ( ta b l a  XIX).
TABLA XVIII
INFLUENCIA DEL AMITROL 1 0 ~ ^  SOBRE LA ACTIVACION DE AMINOACIDOS POR 
FRACCION ENZIMATICA "pH 5" DE CEREBRO DE CONEJO
Tiempo
(m inu tos)
A c tiv id a d d e l  ATP (cpm)
C o n tro l AT. lo ’ ^M
0 338 338
3 . 281 300
6 270 269
9 250 268
12 250 243
27 202 209
40 175 188
% de in te rc a m b io 48 45
TABLA XIX
DEL AMITROL 10~& SOBRE LA ACTIVACION DE AMINOACIDOS
LA FRACCION SOLUBLE DE CEREBRO DE CONEJO
A c tiv id a d d e l  ATP (cpm)
Tiempo (m inu tos) C o n tro l AT, l o " ^
0 971 971
3 936 926
6 923 880
9 871 878
12 870 846
25 839 ——
35 ----- 853
3 ,1 ,3 ,Z, Dieaueiân,
De lo s  r e s u l ta d o s  co nsignados en  lo s  a p a r ta d o s  p ré c é d a n te s  de e s ta  
se c c io n  puede c o n c lu ir s e  que e l  a m it ro l  no a f e c ta  l a  s î n t e s i s  de p r o te f  
nas en s is te m a s  a c e lu la r e s  de c e re b ro .  En e s t e  c a so , no se  a p re c ia  s i -  
q u ie ra  e l  le v e  d escen so  observado  en h ig ad o  de l a  b i o s i n t e s i s  t o t a l  n i  
e l  r e t r a s o  i n i t i a l  en l a  a c t iv a c ië n  de am in o âc id o s.
D el examen de lo s  r e s u l ta d o s  de l a s  ta b la s  XVIII y XIX se  d e s p re n -  
de que l a  a c t iv id a d  de l a s  am inoacido : tRNA l ig a s a s  es mayor en l a  f r a c ­
t i o n  "pH 5" que en l a  f r a c t i o n  s o lu b le .  Mas c la ra m e n te  puede a p r e c ia r s e  
e s t a  d i f e r e n c ia  en l a  f ig u r a  11 en l a  que se  ha re p re s e n ta d o  e l  ta n to  
po r c ie n to  de l a  a c t iv id a d  i n i t i a l  que perm anece en e l  ATP a lo  la rg o  
d e l  tiem po de in c u b a tio n  con enzim as "pH 5" y f r a c t i o n  s o lu b le .  E s te  he  ^
cho puede p a re c e r  c o n t r a r io  a lo s  r e s u l ta d o s  de S atake  y c o l ,  (5 1 6 ) , se 
gun lo s  c u a le s  l a  a c t iv id a d  de l i g a s a s  es  minima en l a  f r a c t io n  "pH 5 " , 
in te rm e d ia  en l a  s o lu b le  y mêxima en l a  "pH 4 .5 " .  No h ay , s ip  em bargo, 
c o n t r a d ic t io n ,  ya qu e , como se  ha apuntado  a n te r io rm e n te , una vez  s e p a -  
ra d a  l a  f r a c t i o n  "pH 5" no se  form a p r e c ip i ta d o  a l  b a j a r  e l  pH a 4 .5 .  
E s to , un ido  a l a  mayor a c t iv id a d  e n c o n tra d a  en l a  f r a c t i o n  "pH 5 " , su s ­
t e n ta  l a  p o s ib i l id a d  de q u e , c o n tra r ia m e n te  a lo  que o c u rre  en p re p a ra ­
dos de c e re b ro  de r a t a ,  la  mayor p a r te  de l a s  am inoacido : tRNA l ig a s a s  
de c e re b ro  de conejo  p r e c ip i ta n  a pH 5 .
P ara  co m p le ta r e l  e s tu d io  de l a  i n f l u e n t i a  d e l  a m itro l  en l a  b io s in ­
t e s i s  de p ro te in a s  en s is te m a s  a c e lu la r e s  se  e sc o g iô  um nuevo s is te m a , 
o b te n id o  de r e t i c u l o c i t o s  de c o n e jo , como se  expone en l a  se c c io n  s i -  
g u ie n te .
3 .1 .4 .  S istem a a c e lu la r  de r e t i c u l o c i t o s  de c o n e jo .
3 ,1 .4 ,1 , Preparaoiân de las enzimas y tENA.
E l s is te m a  a c e lu la r  de r e t i c u l o c i t o s  de con e jo  p r é s e n ta  l a  v e n ta ja  
de que p e rm ite , p ra c t ic a m e n te ,  e l  e s tu d io  de l a  b i o s i n t e s i s  de una p ro -  
te ln a  u n ic a , ya que mas d e l  75% de l a  p r o te in a  s i n t e t i z a d a  por lo s  ret_i 
c u lo c i to s  e s  hem oglob ins.
Se e l i g i o  e l  mêtodo p ro p u e s to  po r Schweet y c o l .  (487, 488) cuyos 
d e t a l l e s  e x p é rim e n ta le s  se  han ex p u es to  a n te r io rm e n te .  La f r a c c iê n  en z^  
m a tic a ,  denom inada p o r lo s  a u to re s  "AS^^" se  o b t ie n e ,  despuês de s e p a ra r  
e l  tRNA de l a  f r a c t i o n  s o lu b le ,  po r p r é c i p i t a t i o n  con s u l f a t o  am onico.
En l a  p r e s e n ts  i n v e s t ig a t io n ,  con o b je to  de a s e g u ra re n  todo  momento la  
p u reza  de lo s  p rep arad o s, se  c o n tro l#  cada  paso  po r e s p e c tro fo to m e tr ia  
u l t r a v i o l e t a .
De e s ta  form a se  a seg u r#  l a  t o t a l  p r e c i p i t a c i ê n  d e l  tRNA con proLa 
m ina. E s ta  p r o te in a ,  deb ido  a su e sc a so  c o n te n id o  de am inoêcidos arom a- 
t i c o s ,  no p r e s e n ts  apenas a b so rc io n  a 280 nm, lo  que p e rm ite  s e g u ir  l a
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p r e c ip i t a c i6 n  d e l  tRNA m ed ian te  l a  v a r ia c io n  d e l c o c ie n te  ^280^^260* 
c o n tin u e  anad iendo  d is o lu c io n  de s u l f a t o  de p ro tam in a  h a s ta  c o n s ta n c ia  
t o t a l  de d ich o  c o c ie n te .  En l a  t a b la  XX se  puede o b se rv e r  l a  m archa de 
t e l  p r e c ip i t a c io n .
TABLA XX
PRECIPITACION DE tRNA CON SULFATO DE PROTAMINA
N° de p r e c ip i ta c io n e s  ^280^^260
0 1 .03
1 1 .06
2 1 .06
3 1 .06
E l tRNA se  a i s l o  d e l  p r e c ip i ta d o  p o r e x tra c c io n  con f e n o l .  D espuês 
de una p rim era  e x t r a c c io n ,  e l  e s p e c tro  u l t r a v i o l e t a  de l a  fa s e  acuosa  
( f ig u r a  12) d én o ta  l a  p re s e n c ia  de p r o te in a s .  En e f e c to ,  l a  f a i t e  de si^ 
m e tr îa  d e l  p ic o  de 260 nm, con p e n d ie n te  mas suave h a c ia  lo n g i tu d e s  de 
onde m ayores in d ic e  l a  p re s e n c ia  de p r o te in a s  c i to p la s m ic a s  c o p re c ip ita ^  
des p o r e f e c to  de l a  a c c io n  de l a  p ro ta m in a . En e f e c to ,  son e s ta s  p ro ­
te in a s  l a s  que en e s t e  momento pueden s e r  re sp o n sa b le s  de a b so rc io n  a 
lo n g itu d e s  de onde s u p e r io re s  a 260 nm. P a ra  é l im in e r la s  to ta lm e n te  se  
r e p i t i ô  l a  e x tra c c io n  con f e n o l ,  d espuês  de lo  c u a l  se  p r é c i p i t é  e l  tRNA. 
E l e s p e c tro  de e s te  p rep a rad o  - r e a l i z a d o  en l a  re g io n  de lo s  260 nm- ex ­
h ib e  un u n ic o  p ic o ,  e s t a  v ez  s im ê tr ic o  ( f ig u r a  1 3 ) . La r e la c io n  ^280^^260 
o b te n id a  a p a r t i r  de ê l ,  es de 0 .5  y p e rm ite  d e s c a r ta r  l a  con tam inacion  
de p r o te in a s .
La f r a c c iô n  "AS^^" se  v a lo ro  p o r e l  mêtodo h a b i tu a i ,  r e s u l ta a d o  una 
c o n c e n tra c io n  de p r o te in a s  de 15 m g/m l, po r lo  que se  tom aron 0 .1 0  ml 
de e s t e  p rep a rad o  p a ra  cada m u e stra  de in c u b a c io n .
La c o n c e n tra c io n  d e l  p rep a rad o  de tRNA se  éva lu é  d ire c ta m e n te  a 
p a r t i r  de su e s p e c tro  u l t r a v i o l e t a ,  u t i l i z a n d o  un c o e f ic ie n te  de e x t in -  
c ié n  de e^ôo "  ^86.
S, 1 ,4 .2 . B ios-intesis to ta l de proteinas.
Con e l  s is te m a  a c e lu la r  cuya p re p a ra c ié n  se  acaba de d i s c u t i r  se
14r e a l i z é  una e x p e r ie n c ia  de in c o rp o ra c ié n  de le u c in a - ] -  C e h i s t i d i n a -
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2*-^^C. A ntes de p ro céd e r a l  c o n ta je  de l a s  m u e s tra s , se  comprobo, como 
de costum bre, que to d a s  cum plîan  l a  c o n d it io n  de e sp e so r  i n f i n i t o .  Los 
r e s u l t a d o s ,  acompanados d e l  in te r v a lo  e s t a d î s t i c o  p a ra  una s e g u rid a d  d e l  
95% se  in d ic a n  en l a  t a b la  XXI, en l a  que se  a p r e c ia ,  una vez m as, la  
lo g ic a  d i f e r e n c ia  e n t r e  l a  in c o rp o ra c io n  de ambos am inoacidos.
TABLA XXI
INFLUENCIA DEL AMITROL lo ” ^  EN LA INCORPORACION DE LEUCINA E HISTIDINA
A PROTEINAS
SISTEMA ACELULAR DE RETICULOCITOS DE CONEJO
M uestra n® Aminoacido-^^C C ontenido A c tiv id a d  de l a  p ro te in a  (cpm)
1 le u c in a C o n tro l 132 ± 7
2 le u c in a C o n tro l 136 ± 7
3 le u c in a AT, l o " ^ 131 ± 6
4 le u c in a AT, lo ” ^ 137 ± 7
5 h i s t i d i n a C o n tro l 24 ± 2
6 h i s t i d i n a C o n tro l 25 ± 2
7 h i s t i d i n a AT, lo "* ^ 24 ± 2
5. D iscu s iô n  g e n e ra l de la s  e x p e r ie n c ia s  de b i o s i n t e s i s en s is te m a s
a c e lu l a r e s .
De lo s  r e s u l ta d o s  consignados en a p a r ta d o s  p ré c é d a n te s ,  se  puede 
d e d u c ir  que e l  a m itro l  no a f e c ta  a p re c ia b le m e n te  e l  p ro ceso  de b io s în tje  
s i s  de p r o te in a s  en s is te m a s  a c e lu la r e s .  E l hecho de que a concen trac ijo  
nés ta n  e le v a d a s  como 10 ^  s o lo  se  a p re c ie n  l i g e r a s  d ism in u c io n es  en 
l a  in c o rp o ra c io n  de am inoacidos es  s i g n i f i c a t i v e  a e s t e  r e s p e c te .  R ea l-  
m ente no puede c o n s id e ra r s e  como in h ib ic iô n  a u te n t ic a  e s t a  d ism in u c iô n , 
que, po r o t r a  p a r t e ,  sô lo  se  a p re c ia  en s is te m a s  h e p a t ic o s .
E l hecho de que no se  a p re c ie  r e t r a s o  i n i t i a l  en l a  a c t iv a c iô n  de 
am inoacidos en s is te m a s  de c e re b ro  -e n  l e s  que tampoco e x i s t e  d ism inu ­
c iô n  a lg u n a  en l a  in c o rp o ra c iô n  de am in o ac id o s- r e fu e rz a  l a  h ip ô t e s i s ,  
a n te r io rm e n te  e m itid a ,  de que es en e s a  f a s e  donde a c tû a  e l  a m itro l  en 
lo s  s is te m a s  a i s l a d o s  de h ig a d o .
Segîîn Mann y c o l .  (9 4 ) , e l  a m it ro l  no in h ib e  l a  b i o s i n t e s i s  " in  vi^ 
t r o "  de p r o te in a s  en v é g é ta le s ,  r e s u l ta d o  que concuerda con lo s  o b te n i -  
dos en  m am iferos en l a  p r é s e n te  in v e s t ig a c iô n .  P ero  como tam biên  se  ha 
apuntado  en su momento, l a  a p l ic a c iô n  de a m itro l  a v e g e ta ie s  " in  v iv o "  
red u ce  l a  c o n c e n tra c io n  d e  p r o te in a s  en lo s  t e j i d o s  a f e c ta d o s .  Por e s t e  
m o tiv o , con e l  o b je to  de in v e s t ig a r  s i  lo s  é f e c to s  d e l  a m it ro l  en mami­
fe ro s  son p a r a le lo s  a lo s  o b servados en v e g e ta le s ,  se  r e a l i z a r o n  expe­
r i e n c ia s  de b i o s i n t e s i s  " in  v iv o "  como se  d é t a i l s  en lo s  a p a r ta d o s  s i -  
g u ie n te s .
3 .2 .  BIOSINTESIS DE PROTEINAS "IN VIVO".
3 .2 .1 .  In c o rp o ra c io n  de le u c in a - l - ^ ^ C .
En una p rim era  e x p e r ie n c ia  se  u t i l i z a r o n  r a t a s  a lb in a s  hem bras adM
ta s  con un peso  medio de 215 g Los an im a le s  s e  d iv id ie r o n  en t r è s  gr\i
p o s , de lo s  c u a le s  dos se  t r a t a f o n  con a m itro l  en l a  form a d e s c r i t a ,  con 
(io s is  de 1 y 2 g /kg  re sp e c tiv a m e n te . E l t e r c e r  g ru p o .d e  c o n t ro l  s e  t r ^  
to  como se  ha in d ic a d o  en l a  s e c c io n  2 .2 .1 .  La d u ra c iô n  d e l  tr a ta m ie n to
fu e  de 8 d ia s  en to d o s  lo s  c a s o s .
Los an im ale s  r e c ib ie r o n  in y e c c iô n  de a m itro l  (o de d is o lu c io n  s a H  
na lo s  de c o n t ro l )  lo s  d ia s  1®, 3®, 5®,y 6®. E l sëp tim o  d ia  fu e ro n  in -  
y e c ta d o s  con le u c in a - l-^ ^ C  (20 p C i/k g ) en l a  form a d e s c r i t a  en 2 .2 .2 .
La a c t iv id a d  in c o rp o ra d a  a  l a s  p r o te in a s  de h ig ad o  y bazo s e  d e t a l l a  en 
la  t a b la  XXII. No se  in c lu y e n  en  e l l a  lo s  d a to s  r e f e r e n t e s  a  l a  incorpjo 
ra c io n  en p r o te in a s  de m usculo y o v a r io  - tam b iên  d e te rm in a d a -  po r re.sul^ 
t a r  v a lo re s  p ra c tic a m e n te  d e s p re c ia b le s  ( i n f e r i o r  a  10 cpm ).
TABLA XXII
INCORPORACION "IN VIVO" DE LEUCINA-l-^^C EN PROTEINAS DE HIGADO Y
BAZO DE RATA
A c tiv id a d  media de l a s
C "  n . . .
an im ale s
C o n tro l 32 ± 3 21 ± 1
AT, 1 g /k g  41 + 2 29 + 2
AT, 2 g /k g  43 + 3 28 + 1
D el examen de d ic h a  t a b l a  s e  d esp ren d e  que s i  b ie n  todos lo s  v a lo ­
r e s  r e s u l t a n  b a jo s ,  l a  a c t iv id a d  de l a s  p r o te in a s  es s u p e r io r  en lo s  aM  
m aies t r a t a d o s  con a m i t r o l .  No se  a p re c ia n  v a r ia c io n e s  s i g n i f i c a t i v a s  
e n t r e  lo s  dos grupos de an im a le s  t r a t a d o s ,  lo  que p a re c e  in d ic a r  que lo s  
e f e c to s  d e l  a m itro la lc a n z a n  v a lo r e s  de s a tu r a t io n  p a ra  d o s is  ig u a le s  o 
i n f e r io r e s  a 1 g /k g .
A l a  v i s t a  de e s to s  r e s u l ta d o s  p a re c iô  opo rtu n o  i n s i s t i r  en la s  ex 
p e r ie n c ia s  de in c o rp o ra c iô n  " in  v iv o "  de am in o ac id o s, u t i l i z a n d o  l e u c i ­
na de mayor a c t iv id a d  e s p e c i f i c a  p a ra  o b v ia r  l a  b a ja  in c o rp o ra c iô n .
En e s t a  segunda e x p e r ie n c ia  e l  t r a ta m ie n to  con a m itro l  se  l l e v ô  a  
cabo ex c lu siv am en te  con d o s is  de 1 g /kg  d u ra n te  un p e r io d o  mês p ro lo ri 
do , v e in te  d i a s .  Al f i n a l  d e l  mismo se  in y e c tô  le u c in a - l-^ ^ C  (100 y C i/k g )
y se  a i s l a r o n  p r o te in a s  de h ig ad o  y s u e ro . Los r e s u l ta d o s  se  han recogi^
do en l a  t a b la  X X III.
TABLA XXIII
INCORPORACION "IN VIVO" DE LEUCINA-l-^^C EN PROTEINAS DE HIGADO
Y SUERO DE RATA
A c tiv id a d  m edia de
C o n tro l 89 i  7 24 ± 2
AT, 1 g /kg  109 + 8 44 ± 3
* A is la d a s  p o r e l  mêtodo de S ie k e v i tz  (482) 
y co n tad as  a e sp e s o r  i n f i n i t o  en p la n c h e -  
ta s  de 1 cm^.
** A is la d a s  y c o n ta d a s  po r e l  mêtodo de Ben- 
n e t  y c o l .  (469) (v êase  s e c c io n  2 . 2 . 2 . ) .
3 ,3 .  DISCUSION DE LOS RESULTADOS DE BIOSINTESIS DE PROTEINAS
En a p a r ta d o s  a n t e r io r e s  se  han  ex p u es to  y comentado lo s  r e s u l ta d o s  
de una in v e s t ig a c iô n  s i s te m a t ic a  so b re  l a  in f lu e n c ia  d e l  a m itro l  en l a  
b i o s i n t e s i s  de p r o te in a s .
Dos hechos son c la r o s  en e s t e  momento. Por una p a r t e  que e l  a m itro l  
no puede c o n s id e ra r s e  como un in h ib id o r  de l a  s î n t e s i s  de p ro te in a s ,  por 
cu an to  ûn icam en te  red u ce  su  n iv e l  de modo muy p a r c i a l  y e s to  ta n  so lo
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SISTEMAS  
ACELULARES
HIGADO
CEREBRO
B I O S I N T E S I S A C T I V A C I O N
T O T A L A A
•
LIGERA LIGERA
INHIBICION INH.
NO INH. NO INK
RETICULOCITOS
INCORPORACION DE 
LEUCINA-1-^^
NO INH.
AUMENTOIN VIVO
1. i  ACTIVACION II TifO, 
transitoria ? permanente f
2. cDIFERENCIAS en COMPOSICION 
de PROTEINAS?
en uno de lo s  s is te m a s  a c e lu la r e s  en say ad o s . P or o t r a ,  que l a  in c o rp o ra  
c iô n  de le u c in a  " in  v iv o "  es s u p e r io r  en  l a s  r a t a s  t r a t a d a s  con a m itr o l .  
En e f e c to ,  en l a s  dos e x p e r ie n c ia s  r e a l iz a d a s  l a s  d i f e r e n c ia s  son s ig n ^  
f  i c a t i v a s  ( t a b la s  XXXI y X X III) . En bazo  son d e l  o rd en  d e l  35%, en higja 
do o s c i la n  e n t r e  e l  16% (e x p e r ie n c ia  2) y e l  35% (e x p e r ie n c ia  1 ) ,  pero  
en su e ro  l le g a n  a l  83%.
Es p r e c i s o ,  p u e s , com paginar lo s  r e s u l ta d o s  de l a s  e x p e r ie n c ia s  en 
s is te m a s  a c e lu la r e s  e " in  v iv o " .  E l aumento de in c o rp o ra c îS n  de le u c in a  
observado  en e s ta s  u l t im a s  puede s i g n i f i c a r  una a c t iv a c iô n  g e n e ra l  de 
l a  b i o s i n t e s i s  de p r o te in a s  pero  puede tam biên d e b e rse  a l a  a p a r ic io n  
de p r o te in a s  mas r i c a s  en e se  am inoacido  como co n secu e n c ia  d e l  tra ta m ie n  
to  con a m i t r o l .  En su  c a s o , e sa  d i f e r e n c ia  de com posiciôn  p o d r îa  d eb e r­
se  a :
a )  A p a ric io n  de p r o te in a s  de com posicion  anorm al en l a s  r a t a s  tra^ 
ta d a s .
b ) D ife re n c ia s  c u a n t i t a t i v a s  en l a  p ro p o rc iô n  de la s  d i* t in t a s  p r£  
te in a s  n o rm ales .
P ara  d e c id i r  e n t r e  la s  a l t e r n a t i v e s  p o s ib le s  se  p la n te a ro n  l a s  ex­
p e r ie n c ia s  que, de modo e sq u em a tico , se  in d ic a n  en l a  f ig u r a  14. La v a -  
lo r a c io n  de p r o te in a s  t e n îa  como o b je to  d e c id i r  s i  hay o no a l t e r a c i o n  
en su s  n iv e le s  como co n secu e n c ias  d e l  t r a ta m ie n to  con a m i t r o l ,  m ie n tra s  
que su  a n a l i s i s  p o d ia  in d ic a r  l a  e x i s t e n c ia  p o s ib le  de l a s  d i f e r e n c ia s  
de com posicion  a n te s  a lu d id a s .
3 .4 .  INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO CON AMITROL SOBRE EL CONTENIDO DE PRO­
TEINAS, ACIDOS NUCL'EICOS, LIPIDOS Y AMINOACIDOS LIBRES
Todas la s  e x p e r ie n c ia s  que se  d e t a l l a n  en l a  p ré s e n te  s e c c io n  supo^ 
nen e l  t r a ta m ie n to  p re v io  de g rupos de an im ales  con a m i t r o l .  Por e s t e  
m otivo se  in c lu y e  un a p a rta d o  en e l  que se  da cu en ta  de l a s  in c id e n c ia s  
de lo s  d i f e r e n te s  t r a t a m ie n to s . A c o n tin u a c iô n  se  exponen to d a s  l a s  d e - 
te rm in a c io n e s  que se  r e a l iz a r o n  con lo s  d i s t i n t o s  grupos de an im ales  coii 
forme a l  esquema de l a  f ig u r a  14,
P a ra  p ro céd e r a l a  v a lo ra c iô n  de p ro te in a s  en h ig a d o , se  adopto  e l  
mêtodo de Shibko y c o l .  (4 9 3 ), cuyos d e t a l l e s  e x p é r im e n ta le s  se  han ex­
p u e s to  en l a  s e c c io n  2 .2 .3 .  Segun e s te  mêtodo se  r e a l i z e  una p r e v ia  s e -  
p a ra c iô n  s e le c t iv e  de p r o te in a s ,  a c id o s  n u c le ic o s  y l i p i d o s ,  lo  que per^ 
m ite  v a lo r a r  s im u ltan eam en te , de modo c u a n t i t a t i v o ,  lo s  t r è s  grupos de 
c o n s t i tu y e n te s  p r in c ip a le s  d e l  h ig a d o . E l o b je to  p r im o rd ia l  d e l  e s tu d io  
e r a ,  como se  ha ex p u es to  en 3 .3 ,  l a  d e te rm in a c iô n  de p r o te in a s ,  que po­
d ia  h a b e r s e 'r e a l iz a d o  por mêtodos mas in m e d ia to s , pero  se  ju zg o  conve- 
n ie n te  l a  o b te n c io n  de d a to s  a c e rc a  d e l  co n ten id o  de a c id o s  n u c le ic o s ,  
cuya p a r t i c ip a c iô n  en lo s  p ro ceso s  de b i o s i n t e s i s  de p r o te in a s  ha s id o  
sobradam ente d i s c u t id a .
3 .4 .1 .  T ra tam ien to  de r a t a s  c o n -a m itro l .
Se l le v a ro n  a cabo t r è s  t r a ta m ie n to s  d i s t i n t o s ,  con d i f e r e n c ia s  en 
l a  edad y sexo de lo s  an im ales  po r una p a r te  y en su d u ra c io n  e in te n s if  
dad p o r o t r a .  En to d o s lo s  ca so s  l a  d o s is  de a m itro l  a p l ic a d a  T. fu e  de 
1 g /k g . Las d i f e r e n c ia s  se  ponen de m a n if ie s to  en l a  d e s c r ip c io n  s ig u ie n  
t e .
S ,4,1,1, Primera eerie  de tratamientos
Se u t i l i z a r o n  c u a tro  r a t a s  macho*cuyo peso  o s c i la b a  e n tre  lo s  185 y 
lo s  300 g , con una m edia de 245 g . A lo  la rg o  de 35 d ia s  r e c ib ie r o n
lo in y e c c io n e s  y s e  r e g i s t r e  su  peso  cada 3 d i a s .  En l a , f i g u r a  15 s e  ha  
r e p re s e n ta d o  e l  inc rem en to  p o rc e n tu a l  d e l  mismo f r e n te  a l  tiem p o .
Una vez  s a c r i f i c a d a s  l a s  r a t a s  y a n te s  de p ro c é d e r  a l a s  d é te rm in a  
c io n e s  que se  d e t a l l a r a n  en a p a r ta d o s  s ig u ie n te s  se  r e g i s t r e  e l  peso  d e l  
h igado  -u n a  v ez  tro c e a d o , lavado  con d is o lu c io n  s a l i n a  y secado  con p a -  
p e l  de f i l t r o -  que s e  e x p re sa  en l a  t a b la  XXIV como gramos p o r 100 g 
de peso  d e l  an im a l.
TABLA XXIV
PESO DEL HIGADO DE ANIMALES CONTROL Y TRATADOS CON AMITROL.
PRIMERA SERIE
Grupo de  Peso d e l  h igado  (%)
an im ales  V a lo res  in d iv id u s le s  M edia
C o n tro l 2 .4 5 ; 2 .5 0  2 .47
A m itro l 2 .5 3 ; 2 .63 2 .5 8
Z ,4 , l ,2 ,  Segunda se r ie  de tratamientos
En e s ta  segunda s e r i e  l a s  r a t a s  de c o n t ro l  te n ia n  un peso  que o s c ^  
la b a  e n t r e  lo s  237 y 290 g ,c o n  una m edia de 262 g . Las t r a t a d a s  con anK 
t r o l ,  con un peso  i n i c i a l  medio id ë n t ic o  e s ta b a n  com prendidas e n t r e  lo s  
205 y lo s  295 g . Ambos grupos de r a t a s  r e c ib ie r o n  24 in y e c c io n e s  d u ran  
t e  105 d i a s .
De l a  misma m anera que en l a  e x p e r ie n c ia  a n t e r io r  se  ha  r e p r e s e n t^  
do la  v a r ia c io n  de su  p e so , que s e  a p re c ia  en l a  f ig u r a  16, y e l  peso  
d e l  h igado  ( t a b l a  XXV).
TABLA XXV
PESO DEL HIGADO DE ANIMALES CONTROL Y TRATADOS CON AMITROL
SEGUNDA SERIE
Grupo. de Peso d e l  h ig ad o  (%)
an im ale s  V a lo re s  in d iv id u a le s  M edia
C o n tro l ♦ 2 .6 7 ;3 .2 4 ;3 .3 3 ;  3 .0 8  •
A m itro l 2 .4 5 ;2 .2 9 ;2 .2 0 ;2 .7 1 ;  2 .41
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3,4 ,1,3,  Tercera eerie  de tratamientos.
Se u t i l i z a r o n  5 r a t a s  de c o n t ro l  con p eso s  com prendidos e n t r e  201 
y 233 g con una m edia de 216 y se  so m e tie ro n  a t r a ta m ie n to  con a m itro l  
(25 in y e c c io n e s  a lo  la rg o  de 55 d ia s )  o t r a s  5 cuyos pesos o s c i la b a n  ejn 
t r e  lo s  199 y lo s  227 g (m edia de 212 g ) .  La v a r ia c io n  de peso  como coii 
s e c u e n c ia  d e l  t r a ta m ie n to  se  ha re p re s e n ta d o  de l a  form a acostum brada 
en l a  f ig u r a  17 y e l  peso  d e l  h igado  se  in d ic a  en l a  t a b la  XXVI.
TABLA XXVI
PESO DEL HIGADO DE ANIMALES DE CONTROL Y TRATADOS CON AMITROL
TERCERA SERIE
Grupo de  Peso d e l  h ig ad o  (%)____________
an im ales  V a lo re s  in d iv id u a le s  M edia
C o n tro l 2 .8 5 ; 2 .9 3 ; 2 .7 2 ; 2 .2 6 ; 2 .9 0 ; 2 .73
A m itro l 2 .2 9 ; 1 .9 6 ; 2 .1 3 ; 2 .4 0 ; 2 .2 9 ; 2.21
3, 4,1,4, Cuarta ser ie  de tratamientos.
Las r a t a s  p e r te n e c ie n te s  a e s t a  u lt im a  s e r i e  -hem bras de 250 g de 
peso  m edio- se  so m etie ro n  a un t r a ta m ie n to  menos in te n s o  que lo s  dos ajn 
t e r i o r e s ,  de 7 d ia s  de d u ra c io n , d u ra n te  lo s  c u a le s  r e c ib ie r o n  5 d o s is  
de a m itro l  (1 g /kg ) po r v ia  p a r e n t e r a l  en l a  form a acostum brada . Dada 
l a  poca d u ra c iô n  d e l  t r a ta m ie n to ,  no se  r e g i s t r e  l a  v a r ia c io n  d e l  peso  
de lo s  an im ales n i  e l  d e l  h ig a d o .
3,4,1, S, Discusiôn,
E l tra ta m ie n to  con a m itro l  l l e v a  impI f c i to  en todos lo s  caso s  un 
c re c im ie n to  menor de lo s  a n im a le s . Con r a t a s  jô v e n es  (vôase 3 .4 ,1 .3 )  e l  
peso  de la s  t r a t a d a s  l l e g a  in c lu s o  a d e sc e n d e r  po r d eb a jo  d e l  i n i c i a l ,  
m ie n tra s  que con r a t a s  de mayor edad sô lo  s e  o b se rv a , aunque de modo 
c l a r o ,  una re d u c c iô n  d e l  c re c im ie n to . En to d o  c a so , e s ta  re d u c c iô n  e s t â  
de acuerdo  con lo s  d a to s  p rev iam en te  d e s c r i t o s  en l a  b i b l i o g r a f i a .
Es tam biên s i g n i f i c a t i v e  l a  re d u c c iô n  d e l  tamano d e l  h ig ad o . Es de 
d e s ta c a r  e l  hecho de que e s t a  re d u c c iô n  s ô lo  s e a  a p re c ia b le  a l  cabo de 
la rg o s  p é r io d e s  de t r a ta m ie n to ,  ya que l a s  r a t a s  p e r te n e c ie n te s  a l a  p r ^  
mera s e r i e  -sem eja n te s  en edad y tamano a l a s  de l a  segunda y t r a t a d a s  
s im u ltaneam en te  con e l l a s  aunque s ô lo  d u ra n te  35 d i a s -  te n ia n  e l  h igado
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l ig e ra m e n te  mayor que e l  no rm al. Con lo s  d a to s  ex p u es to s  h a s ta  e l  momen  ^
to  no pueden e x p l ic a r s e  n inguna de e s ta s  a l t e r a c i o n e s , que s u g ie re n  l a  
p o s ib i l id a d  de d eso rd en es  m e ta b o lic o s  o le s io n e s  in te r n a s  p ro d u c id a s  p o r 
e l  a m it ro l .  Mas a d e la n te  se  d a ra  c u e n ta  de l a s  in v e s t ig a c io n e s  r e a l i z a ­
das p a ra  a c l a r a r  e s to s  ex trem os.
De to d a s  fo rm as, lo s  e f e c to s  d e l  a m itro l  son poco p ro n u n c ia d o s . Apa_r 
t e  de l a  p ê rd id a  de p e so , lo s  an im ale s  to le r a r o n  b ie n  e l  t r a ta m ie n to ,  lo  
c u a l e s ta  en co n co rd an c ia  con l a  e s c a sa  to x ic id a d  ob serv ad a  por Durham 
(9 5 ).
3 .4 .2 .  V a lo ra c io n  de p r o te i n a s .
2.4 ,2 .1,  Resultados expérimentales.
La v a lo ra c iô n  f i n a l  de p r o te in a s  s e  r e a l i z e ,  como se  ha in d ic a d o  
en l a  p a r te  e x p e r im e n ta l,  po r pesada d e l  p r e c ip i ta d o  f i n a l  s e c o . Dado 
que es p e rfe c ta m e n te  p o s ib le  l l e g a r  a  o b te n e r  e s e  p r e c ip i ta d o  de una fojc 
ma to ta lm e n te  c u a n t i t a t i v a ,  l a  v a lo ra c iô n  g ra v im ë tr ic a  es l a  mas ac o n s^  
j a b l e .  En e f e c to ,  l a  e x a c t i tu d  de un a n a l i s i s  p o r p esada  es s u p e r io r  a 
l a  de una d e te rm in a c iô n  c o lo r im e tr ic a  y aunque l a  s e n s ib i l id a d  de e s t a  
u lt im a  sea  s u p e r io r ,  l a  c a n tid a d  de p r o te in a s  es  s u f i c i e n t e  p a ra  que e l  
e r r o r  de p esada  sea  e sc a so . Âdemas, l a  p r e c i s io n  o b te n id a  por e l  metodo 
c o lo r im ê tr ic o  de Lowry depende de l a  p r o te in a  u t i l i z a d a  p a ra  c o n s t r u i r  
l a  cu rva  p a trô n ,  to d a  vez que lo s  r e s id u o s  de t i r o s i n a  de la s  p r o te in a s  
c o n tr ib u y e n  n o tab lem en te  a l  d e s a r r o l lo  d e l  compl é j o  c o lo re a d o . Por o t r a  
p a r t e ,  como se  ha comentado a n te r io rm e n te ,  cabe l a  p o s ib i l id a d  de que 
l a  com posiciôn  de l a s  p ro te in a s  v a r i e  como c o n secu e n c ia  d e l t r a ta m ie n to  
con a m i t r o l ,  en cuyo caso  l a  u t i l i z a c i ô n  de un p a trô n  comun en l a  deter^  
m inaciôn  c o lo r im e tr ic a  de p r o te in a s  s é r i a  cau sa  de un e r r o r  de e x te n s iô n  
no p r é v i s i b le  con lo s  d a to s  o b te n id o s  en e s t a  e ta p a  de l a  in v e s t ig a c iô n .
Con r a t a s  p e r te n e c ie n te s  a l a  segunda s e r i e  se  r e a l iz a r o n  dos valo^ 
r a c îo n e s  a p a r t i r  de m u e stra s  d i s t i n t a s  de hom ogeneizado con e l  f i n  de 
a s e g u ra r  lo s  r e s u l t a d o s .  Los d a to s  in d iv id u a le s  s e  recogen  en l a  t a b la  
XXVIÎ, exp resad o s como m ilig ram os de p r o te in a  p o r gramo de h igado  y co­
mo m ilig ram o s de p r o te in a  h e p a t ic a  po r 100 g de peso  t o t a l  d e l  an im a l.
En l a  t a b la  XXVIII se  han re p re s e n ta d o  lo s  v a lo r e s  m edios de d ich o s  r e ­
s u l ta d o s ,  acompanados de l a  d e s v ia c iô n  t i p i c a .
Con o b je to  de com probar l a  in f lu e n c ia  de un tra ta m ie n to  con a m itro l  
menos p ro lo n g ad o , se  r e a l i z ô  una v a lo ra c iô n  id ê n t i c a  con r a ta s  p e r te n e -
c l é n te s  a Xa t e r c e r a  s e r i e .  En l a  t a b la  XXIX se  reco g en  lo s  r e s u l ta d o s  
de e p ta  v a lo ra c iô n .
TABLA XXVII
CONTENIDO DE PROTEINAS DEL HIGADO DE RATAS NORMALES Y TRATADAS
'  CON AMITROL
V a lo ra c io n
iS
Grupo
C o n tro l
A m itro l
Animal n*
• 1 
2 
3
m
P ro te in a s  
g /g  ' h igado  mg/lOO g ' peso t o t a l  
163.6  436 .8
151.1 489 .5
150.9 502 .5
141.2
150.2 
149.9 
155.1
345.9
3 43 .9  
3 2 ? .8  
421 .4
22
C o n tro l
A m itro l
144.1 
133.3
132.2
123.3 
131.6
125.4 
136.2
385 .5
431 .8
440 .2
302 .0  
301.3  
275 .8
369.1
TABLA XXVIII
CONTENIDO DE PROTEINAS DEL HIGADO DE RATAS NORMALES Y TRATADAS
CON AMITROL. VALORES MEDIOS
V a lo ra c iô n
X-
22
P ro te in a s  (mg/g h igado )
C o n tro l
155.2 ± 5 .9  
136.6  ± 5 .3
A m itro l
149.1  t  5 .0
129.1  i  5 .1
P ro te in a s  h igado  
(mg/lCO g ') 
C o n tro l A m itro l
476 .3
419 .2
380.3
312.0
TABLA XXIX
CONTENIDO DE PROTEINAS DE HIGADO DE RATAS NORMALES Y TRATADAS
CON AMITROL. TERCERA SERIE
Grupo Animal n*
V alo res  in d iv id u a le s V alo res m edios
mg/g h igado mg/100 g. mg/g ' h igado mg/100 g
C o n tro l
1
2
3
4
. 5
138.8
142.9
132.9 
148.5
133.9
395 .5  
4 18 .8
361 .6
335.7 
388 .2
139 .4  t  5 .8 379.9
6 133.2 305 .0
A m itro l 7 118.3 231 .8 129.5  ± 8 .0 283.4
8 136.9 328 .6
2.4.2.2. Disousiân.
En todos lo s  caso s  in v e s t ig a d o s  e l  co n ten id o  medio de p ro te in a s ,  
ex p resad o  como m ilig ram os po r gramo de t e j i d o  f r e s c o ,  es lig e ram en te  iri 
f e r i o r  en la s  r a t a s  t r a t a d a s  con a m i t r o l .  La d is p e r s io n  de lo s  r e s u l t a ­
dos h a c e , no o b s ta n te ,  que en a lg u n o s  d a to s  in d iv id u a le s  no se  a p rec ie  
e s t a  d ism in u c iô n , pero  puede c o n c lu ir s e  su e x i s t e n c ia  dado e l  s is te n a ti^  
CO descenso  de lo s  v a lo re s  m edios de p ro te in a s  en la s  r a t a s  t r a ta d a s .
Dada l a  re d u c c iô n  d e l  tamano d e l  h igado  en ambas s e r i e s  de an in a le s  
( ta b la s  XXV y XXVI), es obvio  que a l  e x p re s a r  e l  c o n ten id o  de p ro te in a s  
como m ilig ram o s de p r o te in a  h e p a t ic a  p o r 100 g de peso  d e l  an im a l, la  
d ism in u c iô n  p rovocada po r e l  a m it ro l  se  haga mas p a te n te .
Todos e s to s  r e s u l ta d o s  p a rec en  a p u n ta r  en l a  d i r e c c iô n  de que el 
a m itro l  no a c t iv a  l a  b i o s i n t e s i s  de p r o te in a s  " in  v iv o " ,  p e ro  a n te s  de 
e m i t i r  c o n c lu s io n e s  d e f i n i t i v e s  se  a n a l iz a r a n  lo s  r e s u l ta d o s  de l a s  de- 
mas v a lo ra c io n e s  r e a l i z a d a s .
3 .4 .3 .  V a lo ra c iô n  de RNA
2. 4.2,1. Resultados expérimentales.
Se v a lo rô  e l  c o n te n id o  de RNA de h ig ad o  de an im ales p e r te n e c ie n te s  
a l a s  s e r i e s  segunda y t e r c e r a .  Como en  e l  caso  de la s  p ro te in a s  se  re^  
l i z a r o n  dos. v a lo ra c io n e s  de RNA de l a  segunda s e r i e  en m u estra s  d is tL n -
tag de homogeneizado•
Antes de p ro c é d e r  a l a  v a lo ra c io n  de lo s  o l ig o r r ib o n u c le o t id o s  r é ­
su ltan tes de l a  h i d r ô l i s i s  a l c a l i n a  ( f r a c c iô n  S -^ , v ê a se  2 .2 .3 .3 )  se  pro  ^
cedlÔ a la  e s tim a c io n  aproxim ada de l a  co n tam inacion  de e s t a  f r a c c iê n  
p o r parte  de p r o te in a s .  P a ra  e l l o  se  d é te rm in é  l a  a b so rb a n c ia  de to d a s  
las  muestras a 260 y 280 nm y se  c a lc u lé  a p a r t i r  de e s to s  v a lo re s  l a  
concentracion de p r o te in a .  En to d o s lo s  casos  fu e  lo  s u f ic ie n te m e n te  pe  ^
queHa p a ra  p e r m i t i r  l a  v a lo ra c iô n  d i r e c t a  d e l  RNA a p a r t i r  de l a  a b s o r -  
baqcie medida a  260 nm. Los r e s u l ta d o s  de d ic h a  v a lo ra c iô n  se  han r e c o -  
g ido  en l a s  ta b la s  XXX, XXXI y XXXII, exp resad o s de un modo semeja n te  
a l  del a p a rta d o  a n t e r i o r .
2,4 ,3 ,2 ,  Dieouaiôn,
Los r e s u l ta d o s  o b te n id o s  en l a  v a lo ra c iô n  de RNA son en to d o s lo s  
casos r e la t iv a m e n te  b a jo s  s i  se  comparan con lo s  10 mg en que Cam pbell 
y K p s te r l i t z  (517) c i f r a n  e l  co n te n id o  de RNA po r gramo de h ig ad o  de ria 
ta .  Sin em bargo, e s to s  d a to s  dependen en g ran  m edida de l a  d i e t a  a que 
e s tê n  som etidos lo s  an im a le s . Segun lo s  mismos a u to re s  l a  c a n tid a d  de 
RNA d e sc ie n d e  a 8 .2  mg/g en an im ales  a lim en tad o s  con d i e t a s  d e s p r o te i -  
nisadas. E ste  v a lo r  es mas prôxim o a lo s  o b te n id o s  en l a  p ré s e n te  inves^ 
tigaciôn  y hay que te n e r  en c u e n ta  p a ra  c u a lq u ie r  com paraciôn que lo s  
animales s e  m an tuv ieron  en ayunas desde 24 h o ra s  a n te s  de su m u erte .
El co n ten id o  de RNA apenas d ism inuye como co n secu e n c ia  d e l  t r a t a -  
mianto con a m itro l  en l a  segunda s e r i e .  Es de d e s ta c a r  que e l  descen so  
observado en lo s  v a lo r e s  m edios en l a  segunda v a lo ra c iô n ,  se  debe c a s i  
exclusivamente a l  b a jo  co n te n id o  de RNA d e l  h igado  d e l  an im al n" 7 , que 
no fue determ inado  en  l a  p rim era  v a lo ra c iô n .
Sin embargoÿ un tr a ta m ie n to  de menor d u ra c iô n  como e l  de l a  t e r c e ­
r a  se r ie  (tab la  XXXII) s i  t i e n e  una c l a r a  in f lu e n c ia  en e l  co n ten id o  
de RNA. En to d o s lo s  caso s  -p o r  razô n  ya a p u n ta d a -  l a s  d i f e r e n c ia s  son 
mRs notables a l  e x p re s a r  lo s  r e s u l ta d o s  como m ilig ram os de RNA h e p ê tic o  
ppr 100 g de peso t o t a l  d e l  an im a l.
TABLA XXX
CONTENIDO DE RNA DE HIGADO DE RATAS NORMALES Y TRATADAS CON AMITROL
SEGUNDA SERIE
RNA, v a lo re s  in d iv id u a le s
V a lo rac iô n Grupo Animal n® mg/g ' h îgado mg/lOO g peso  t o t a l
1 4 .26 11.37
C o n tro l 2 4 .04 13.19
l2
3 3 .5 8 11.09
4 3 .6 4 8.96
A m itro l 5
6
4 .46
3 .9 8
10.21
8.76
1 5 .28 14.10
C o n tro l 2 5 .13 16.62
22
3 4 .59 15.28
4
5
4 .37
4 .95
10.70
11.33
A m itro l 6
7
3 .95
3 .01
8.69
13.58
TABLA XXXI
CONTENIDO DE RNA DE HIGADO DE RATAS NORMALES Y TRATADAS CON AMITROL
SEGUNDA SERIE. VALORES MEDIOS
RNA (mg/g h îg ad o )
RNA de h îgado  
(mg/100 g )
V a lo rac io n C o n tro l A m itro l C o n tro l A m itro l
1- 3 .96 ± 0 . 28 4 .0 2  ± 0 .3 6 . 11.85 9 .29
22 5 .00 ± 0 . 30 4 .07  ± 0 .7 1 15.33 11.07
TABLA XXXII
CONTENIDO DE RNA DE HIGADO DE RATAS NORMALES Y TRATADAS CON AMITROL
TERCERA SERIE
V alo re s  in d iv id u a le s V a lo res  m edios
Grupo Animal n* mg/g h igado mg/100 g p . t . mg/g h igado mg/100 g p . t
1 7 .94 22.63
2 6 .3 8 18.69
C o n tro l 3 6 .57 17.92 6 .59  ± 0 .71 18.06
4 6 .16 13.92
5 5.91 17.14
6 5.11 11.70
A m itro l 7 4 .45 8 .72 4 .78 10.21
S ,4.4.1, Resultados expérimentales.
Ig u a l  que en e l  caso  d e l  RNA se  d e te rm in e  p rev iam en te  l a  con tam ina 
c io n  de p r o te in a s  en l a  f r a c c io n  S-2 que c o n tie n e  lo s  o l ig o d e s o x i r r ib o -  
n u c le o tid o s  p ro c e d e n te s  de l a  h i d r ô l i s i s  p a r c i a l  d e l  DNA. En l a  f ig u r a  
18 se  o b se rv a  e l  e s p e c tro  u l t r a v i o l e t a  de una de la s  m u e s tra a . Puede 
a p r e c ia r s e  a s im p le  v i s t a  -y  e s to  c o n s t i t u i a  un hecho g e n e ra l  en to d a s  
l a s  m u e s tra s -  un c i e r t o  d e sp laz am ien to  d e l  mâximo h a c ia  lo s  280 nm, lo  
que d én o ta  l a  p r e s e n c ia  de p r o te in a s  o , a l  menos, de p ro d u c to s  de su  h l  
d r ô l i s i s .  La c a n tid a d  de e l l a s  e ra  d e s p re c ia b le  ( i n f e r i o r  a  0 .7  mg en 
e l  t o t a l  de l a  f r a c c iô n  S-2) como se  pudo com probar m ed ian te  e l  mêtodo 
c o lo r im ê tr ic o  de Lowry, con lo  que e s t a  im p u r if ic a c io n  no a f e c ta  lo s  r e  
s u l ta d o s  de l a  v a lo ra c io n  de p r o te in a s  ex p u es to s  a n te r io rm e n te .  P ero  s i  
p o d r ia  i n t e r f e r i r  con l a  d e te rm in a c io n  e s p e c tro fo to m ê tr ic a  d e l  DNA, c u -  
ya co n cen trac i& n  en h igado  de r a t a  es  .no tab lem en te  i n f e r i o r  a l a  de pro^ 
te in a s  (5 1 7 ), P or e s t e  m otivo se  op to  p o r v a lo r a r  la  d e s o x ir r ib o s a  p r é ­
s e n te  en l a  f r a c c io n  S-2 con e l  r e a c t iv o  de d if e n i la m in a ,  en cuya r e a c -  
c iô n  no i n t e r f i e r e n  l a s  p r o te in a s .
E l c â lc u lo  p a ra  o b te n e r  l a  c a n t id a d  de DNA a p a r t i r  de l a  d e so x i­
r r ib o s a  se  r e a l i z ô  suponiendo una p a r t i c ip a c iô n  é q u iv a le n te  de cada una 
de la s  c u a tro  b a se s  en su composic iô n  y a p a re c e  expresado  en la s  ta b la s  
XXXIII y XXXIV ( r a t a s  de l a  segunda s e r i e )  y XXXV ( te r c e r a  s e r i e ) .
tn
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FIGURA 1 8 .-  E so ec tro  u l t r a v i o l e t a  de una f r a c c io n  S-3 
(Vease 2 . 2 . 3 . 3 . ) .
TABLA XXXIII
CONTENIDO DE DNA DE HIGADO DE RATAS NORMALES Y TRATADAS CON AMITROL
SEGUNDA SERIE
_______DNA, v a lo re s  in d iv id u a le s
V a lo ra c io n  Grupo Animal n® mg/g de h îgado  mg/100 g peso  t o t a l
1 3.61 9 .64
C o n tro l 2 2 .99 9 .69
3 2 .38 7 .92
4 3 .29 8 .06
A m itro l 5
6
3.61
3 .8 3
12.84
8 .42
1 4.07 1 0 .8 6
C o n tro l 2 4 .24 13.74
22
3 3 .5 4 11.79
4 4 .88 11.95
A m itro l 5
6
5 .59
4 .25
12 .80
9 .35
TABLA XXXIV
CONTENIDO DE DNA DE HIGADO DE RATAS :NORMALES Y TRATADAS CON AMITROL
SEGUNDA SERIE. VALORES MEDIOS
DNA de h îgado  
DNA, (mg/g de h îg ad o ) (mg/lOO g )
V a lo ra c io n C o n tro l A m itro l C o n tro l A m itro l
l2 . 2 .99  ± O . ï l 3 .5 8 ± 0 .22 9 .08  9 .77
2- 3 .9 5  ± 0 ,3 0 4.91 ± 0 ,5 4 12.13 11.36
S , 4,4.2, Diaaueiôn,
Cam pbell y K o s t e r l i t z  en e l  t r a b a jo  c i ta d o  c i f r a n  en 2.13 mg/g^ e l  
c o n te n id o  de DNA d e l  h îg ad o  norm al de r a t a .  Puede v e r s e  que lo s  v a lo re s  
o b te n id o s  en l a  p ré s e n te  in v e s t ig a c iô n  son s u p e r io re s  p a ra  la  segunda 
s e r i e  e i n f e r io r e s  p a ra  l a  t e r c e r a .  E l hecho de que ambos grupos de r a ­
ta s  fu e ra n  de l a  misma e s t i r p e  y p ro c e d e n te s  d e l  mismo c r ia d e ro  hace  so# 
p ech a r que l a  d iv e rg e n c ia  e n t r e  l a s  dos s e r i e s  se  deban a una a c c io n  ma­
y o r de l a  DNA d u ra n te  l a s  m a n ip u lac io n es  a  que se  so m etie ro n  lo s  p re p a -  
ra d o s  de l a  t e r c e r a .  Sea como s e a ,  l a  pequena d is p e r s io n  que p re s e n ta n  
lo s  r e s u l ta d o s  p e r te n e c ie n te s  a una misma v a lo ra c io n  hace que lo s  d a to s  
sean  p e rfe c ta m e n te  com parables d e n tro  de cada una de e l l a s .
TABLA XXXV
CONTENIDO DE DNA DE HIGADO DE RATAS NORMALES Y TRATADAS CON AMITROL
TERCERA SERIE,
DNA v a lo re s  in d iv id u a le s DNA, v a lo re s  m edios
Grupo A nimal n® mg/g h îg ad o mg/100 g_ mg/g h îgado mg/100 g
1 1.32 3 .7 6
2 1 .52 4 .45
C o n tro l 3 1.21 3 .2 9 •1.36 ± 0 .1 2 3 .7 0
4 1 .48 3 .3 4
5 1 .27 3 .6 8
6 1.11 2 .5 4
A m itro l 7 1.11 2 .3 0 1.11 ± 0 .01 2 .49
8 1 .1 0 2 .6 4
Cuando e l  t r a ta m ie n to  con a m itro l  e s  l a r g o ,  l a  c a n tid a d  de DNA a u -  
m enta lig e ra m e n te  como c o n secu e n c ia  d e l  mismo (segunda s e r i e ,  ta b la s  
XXXIII y XXXIV), m ie n tra s  que ex h ib e  una d ê b i l  te n d e n c ia  a  l a  d ism in u - 
c i6 n ,  como c o n se c u e n c ia  de t r a ta m ie n to s  de d u ra c io n  m edia ( t e r c e r a  se ­
r i e ,  t a b la  XXXV).
La c a n t id a d  de DNA por c ë lu la  es  c o n s ta n te  una vez a lcan zad a  l a  n# 
d u rez  d e l  an im al y en r a t a s  no rm ales l a  p ro p o rc io n  es  de 11 .4  mg po r c ^  
da 10^ c ë lu la s  (5 1 8 ) . En a lg u n a s  an o rm a lid a d es  p a to ld g ic a s ,  s ia  em bargo, 
l a  c a n t id a d  de DNA p o r gramo de t e j i d o  s e  a l t e r a .  A sî o c u r re ,  por ejem - 
p lo ,  en e l  hepatom a, en e l  que e l  n iv e l  de DNA sube a 5.13 mg por gramo 
de h îg ad o  (5 1 9 ). En g e n e ra l ,  a l t e r a c i o n e s  de e s t e  t ip o  pueden s ig n i f i c a r  
un aumento de l a  c a n t id a d  de DNA p o r c ë l u l a  o ,  lo  que es  mas f re c u e n te ,  .
un aumentô d e l  numéro de c ê lu la s  p o r u n id ad  de masa de t e j i d o .
Los r e s u l ta d o s  ex p u es to s  h a s ta  e l  momento no son s u f i c i e n t e s  p a ra  
una adecuada in t e r p r e ta c iô n  de lo s  m ism os, que se  r e a l i z a r â  en l a  s e c -  
c io n  3 .4 .7 ,  a l a  lu z  de nuevos d a to s  e x p é r im e n ta le s .
3 .4 .5 .  V a lo ra c io n  de l i p id o s
Z. 4,5,1, Resultados expérimentales.
Se v a lo ra ro n  l i p id o s  en e l  h îg ad o  de l a s  mismas r a t a s  so b re  l a s  que 
se  h ic ie r o n  l a s  d e te rm in a c io n e s  a n t e r i o r e s .  Los r e s u l t a d o s  s e  exponen, 
en l a  form a aco stum brada , en la s  t a b la s  XXXVI, XXXVII y XXXVIII.
TABLA XXXVI
CONTENIDO DE LIPIDOS DE HIGADO DE RATAS NORMALES Y TRATADAS CON AMITROL
SEGUNDA SERIE
L îp id o s V a lo re s  in d iv id u a le s
V a lo ra c iô n Grupo Animal n® mg/g de h îgado mg/lOO g peso  t o t a l
1 4 5 .5 121.5
C o n tro l 2 42 .2 136 .8
l2
3 3 9 .0 129 .8
5 29.3 67.1
A m itro l 6 35 .3 77 .6
7 3 1 .4 8 5 .0
1 3 2 .6 8 7 .0
C o n tro l 2 3 1 .5 102.1
2 -
3 3 1 .6 105 .3
4 2 5 .6 62 .7
A m itro l
5
6
25 .8
3 0 .5
59.1
67.2
7 3 1 .8 86.1
TABLA XXXVII
CONTENIDO DE LIPIDOS DE HIGADO DE RATAS NORMALES Y TRATADAS CON AMITROL
SEGUNDA SERIE. VALORES MEDIOS
V alo rac iô n
l2
L ip id o s  (mg/g de h îgado ) 
C o n tro l A m itro l
L îp id o s  de h îgado  
(mg/100 g )
42 .2  ± 2 .6 3 2 .0  ± 2 .5
C o n tro l
129.4
A m itro l
76 .6
2 - 31 .9  ± 0 .5  28 .4  ± 2 .8 9 8 .1  68 .8
TABLA XXXVIII
CONTENIDO DE LIPIDOS DE HIGADO DE RATAS NORMALES Y TRATADAS CON AMITROL
TERCERA SERIE
V alo res  in d iv id u a le s V a lo re s  m edios
Grupo Animal n® mg/g h îg .  mg/100 g p . t . mg/g h îg .  mg/100 g p . t .
1 59 .2  168.8
2 53 .3  156.1
C o n tro l 3 4 9 .9  135.7 5 3 .5  ± 4 .5  145.5
4 57 .7  130 .4
5 47 .3  137.1
■ 7 4 2 .9  8 4 .1
A m itro l 8 4 5 .0  108.1 43 .9  96.1
3 ,4 ,S ,2, Discueiôn,
En todos lo s  ca so s  e l  c o n te n id o  de l î p id o s  es i n f e r i o r  en  l a s  r a t a s  
t r a t a d a s  con a m i t r o l .  Las d i f e r e n c ia s  de e s to s  r e s u l t a d o s  f r e n te  a lo s  
de r a t a s  norm ales son s u p e r io re s  a l a s  e n c o n tra d a s  en l a s  v a ïo r a c io n e s ' 
de p r o te în a s  y a c id o s  n u c le ic o s  y concuerdan  con e l  menor c re c im ie n to  
observado  en to d a s  l a s  s e r i e s  de r a t a s  t r a t a d a s .
Ya que l a s  r a t a s  se  m an tuv ieron  en ayunas 24 h o ra s  a n te s  de su muejr 
t e ,  no se  v a lo rô  g lucôgeno en h îg a d o . P ero  aiîn c a re c ie n d o  de e s t e  d a to , 
l a  d ism in u c iô n  d e l  n iv e l  de l î p id o s  puede e x p l ic a r s e  por una in t e r f e te n
c ia  d e l  a m itro l  con l a  g l i c o l i s i s ,  sem ejan te  a l a  d e s c r i t a  en v e g e ta le s  
(55 , 5 6 ) . La fo rm ac iôn  de a m in o t r i a z o l i l t r i o s a  puede s e r  cau sa  de una 
p ro d u cc iô n  r e s t r i n g i d a  de a c e til-C o A  a p a r t i r  de h e x o sa s , lo  que a su 
v e z , te n d e r ia  a  r e d u c i r  l a  l ip o g ô n e s is .  A lte rn a tiv a m e n te  l a  d e g rad a c iô n  
de l î p id o s  puede s e r  en  e s ta s  c i r c u n s ta n c ia s  mayor de lo  no rm al, ya que, 
a l  a f e c ta r s e  l a  g l i c o l i s i s ,  q u e d a r îa  concom itan tem en te  a l te r a d o  e l  e o u i l ib r i o  
e n e rg ë t ic o  d e l  an im a l. Las dos p o s ib i l id a d e s  ap u n tad as  a c tu a r îa n  en e l  
mismo s e n tid o  y pueden d a r  c u e n ta  d e l  d escen so  de l î p id o s  observ ad o .
3 .4 .6 .  V a lo ra c iô n  de am inoacidos l i b r e s
Se e fe c tu ô  de l a  form a d e s c r i t a  en e l  a p a r ta d o  2 .2 .4 ,  en e l  h îgado  
de an im a le s  p e r te n e c ie n te s  a l a  t e r c e r a  s e r i e  de t r a ta m ie n to s  (3 .-4 .1 ..3 ).
En l a  t a b la  XXXIX se  han re c o g id o  lo s  r e s u l ta d o s  m edios de d ic h a  v a lo ­
r a c iô n .  Es m e n e s te r , no o b s ta n te ,  te n e r  en cu e n ta  dos hechos p a ra  p p re -  
c i a r  ex ac tam en te  e l  v a lo r  de t a i e s  r e s u l t a d o s .  E l p rim ero  es consecuen­
c ia  d e l  d i s t i n t o  c o e f i c i e n t e  de e x t in c iô n  que p r é s e n ta  a 570 nm e l  p ro -  
d u c to  de re a c c iô n  con n in h id r in a  de lo s  d i f e r e n te s  am inoâcidos (* ) .  Es­
to  hace  que a l  e sc o g e r le u c in a  como am inoëcido p a trô n  en l a  v a lo ra c iô n ,  
lo s  r e s u l ta d o s  no e s të n  c o r re g id o s  po r t a l  d i f e r e n c ia  de a b s o rc iô n .
TABLA XXXIX
CONTENIDO TOTAL DE AMINOACIDOS LIBRES DE HIGADO DE RATAS NORMALES Y
Y TRATADAS CON AMITROL
Grupo de an im a le s  ^ ^ d e te rm in a c io n e s  de t e i i d o  f r e s c o
C o n tro l 4 36
A m itro l 5 42
(*) E xpresados como é q u iv a le n te s  a l e u c in a .
Por o t r a  p a r t e ,  aunque l a  n in h id r in a  se a  un r e a c t iv o  c l â s i c o  de am^ 
n o ô c id o s , e x i s t e n  o t r a s  s u s ta n c ia s  cap aces  de d a r  con e l l a  una c o lo ra -  
c iô n  se m e ja n te . E s te  segundo hecho conduce a que no to d a s  l a s  s u s ta n c ia s
(*) Con mas p ro p ied a d  d e b e r îa  h a b la r s e  d e l  d i s t i n t o  re n d im ie n to  con que 
lo s  am inoacidos dan o r ig e n  a l a  N -2 ’- d ic e to h id r in d e n i l - d i c e to - 2 * -  
-h id r in d e n im in a .
v a lo ra d a s  como am inoacidos lo  sean  re a lm e n te , Q u izë , e n t re  e l l a s ,  deba 
d e s ta c a r s e  e l  io n  NH^, norm aIm ente abundan te  en to d a s  la s  m u e stra s  b io -  
lô g ic a s .
F or e s to s  dos m o tiv o s  no pod rân  tom arse  lo s  r e s u l ta d o s  de l a  t a b la  
XXXIX como to ta lm e n te  e x a c to s ,  m ie n tra s  no s e  d isp o n g a  de un a n a l I s i s  
com plete  de am inoacidos l i b r e s .  S iguen , s i n  em bargo, conservando po r com 
p le to  su v a lo r  i n d i c a t i v e .
3 .4 .7 .  I n te r p r e ta c iô n  de c o n ju n to  de l a s  v a ïo ra c io n e s  r e a l iz a d a s
2,4 ,7,1,  Tratamientos de duraoiôn media.
La c a n tid a d  t o t a l  de a m itr o l  a p l ic a d o  a  lo s  an im ales  de l a  segunda 
s e r i e  c o in c id e  p ra c t ic a m e n te  con l a  a d m in is tra d a  a l e s  de l a  t e r c e r a ,  
p o r lo  que l a  d is c u s iô n  puede h a c e rs e  en o rden  a l a  d u ra c iô n  d e l  t r a t a ­
m ie n to .
Al f i n a l i z a r  e l  t r a ta m ie n to  de l a  t e r c e r a  s e r i e  de an im ales  (55 d îa s )  
e l  a m it ro l  p rovocô  e l  d escen so  d e l  n iv e l  de p r o te i n a s ,  l i p id o s  y ë c id o s  
n u c le ic o s ,  se  c e n t r a  l a  d is c u s iô n  de e s t e  a p a r ta d o  so b re  e s to s  u lt im o s  
com ponentes.
La d ism in u c iô n  de DNA puede i n t e r p r é t e r a s  como co n secu e n c ia  de l a  
in t e r f e r e n c e s  d e l  a m it r o l  con l a  b i o s i n t e s i s  de b a se s  p ô r ic a s  (83) y con 
l a  f o s f o r i l a c iô n  de n u c le o s id o s  (91). E s to s  ex trem os no han s id o  d e s c r i -  
to s  h a s ta  l a  fe c h a  en m am iferos p e ro ,  p o r o t r a  p a r te  y como se  ha  comen 
tado  a n te r io rm e n te ,  lo s  r e s u l t a d o s  de l a  p r e s e n ts  in v e s t ig a c iô n  s u g ie -  
re n  que e l  m etabo lism o de h id r a to s  de carbono  se  a l t e r a  en m am iferos de 
form a p a r a l e l a  a  l a  o b se rv ad a  en v e g e ta le s .  E l b lo q u ée  de l a  p o s ic iô n  6 
de l a  g lu c o se  p o r p a r t e  d e l  a m i t r o l  puede a s i  r e d u c i r  l a  a c t iv id a d  m et^  
b ô l ic a  d e l  c i c lo  de l a s  p e n to sa s  y p e rm its  e x p l ic a r  e l  menor n iv e l  de 
DNA s in  n e c e s id a d  de p oner en c u e s tiô n  l a  in h ib ic iô n  de s î n t e s i s  de pu­
r in e s  o de f o s f o r i l a c iô n  de n u c le o s id o s .
Desde un pun to  de v i s t a  c i t o lô g i c o ,  l a  d ism in u c iô n  de DNA p o r u n i ­
dad de masa de t e i i d o  puede t r a d u c i r s e  b ie n  en  un aumento d e l  tamaho de 
l a s  c ë l u la s ,  b ie n  en l a  p ë rd id a  de DNA p o r c ë l u l a .  E s ta  u lt im e  p o s ib il i^  
d a d , a su v e z , puede s i g n i f i c a r :
a) Una p ë rd id a  g e n e ra l iz a d a  de DNA c e l u l a r .
b) Una p ë rd id a  de DNA mës acu sad a  en  a lg u n as  c ë lu la s  h e p ë t ic a s ,  main 
te n ië n d o se  norm al e l  r e s t o .
E l e s tu d io  m ic ro sc ô p ic o  co m p ara tiv e  d e l  h ig ad o  de an im ales de con­
t r o l  y t r a t a d o s  con a m i t r o l ,  p e rm ite  d e se c h a r  l a  p o s ib i l id a d  de aumento
ALAMINA I
A) Microfotografia de una seccion del parénquima hepatico de rata normal. 
Se aprecian perfectamente los nücleos (Nu) y algunos eritrocitos (E) en el inte­
rior de vasos.
B) Microfotografia de una seccion del parénquima hepatico de una rata tra- 
tada con amitrol. Se observa una zona de necrosis (NE) relativamente extensa, 
con nücleos deformados (Nu) o ausencia de ellos. En todo el campo se advier- 
te también disociacion de trabéculas (*).

BLAMINA II
Cortes longitudinales (A) y transversales (B) de vellosidades intestinales de ratas 
tratadas con amitrol. No se observan anormalidades.

f%
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LAMINA III
Microfotografias de secciones de bazo de ratas normal (A) y tratada con ami­
trol (B). N o se aprecian anormalidades importantes en esta ultima.

de tamano de c ë lu la s  ( lam in a  l ) .^ E n  e f e c to ,  l a  a p a r ic iô n  de zonas co n cre  
ta s  de n e c r o s is  en e l  parënquim a h ip ë t ic o  de an im ales  t r a t a d o s  en l a s  
que se  a p re c ia n  c ë lu la s  con n ë c le o s  danados o a u se n c ia  de e l l o s  y d is o ­
c ia c io n  de t r a b ë c u la s  (lam in a  t ,  B) in d ic a  q u e , en r e a l id a d ,  se  cumple 
l a  h ip ô t e s i s  b) a r r i b a  expresaH a.
Seguram ente l a  d ism in u c iô n  de DNA b a s t à r î a  p a ra  j u s t i f i c a r  l a  de 
RNA y p r o te în a s  p e ro  e s  & en estë r te n e r  en cu e n ta  que e l  RNA puede d is n â  
n u i r ,  adem as, p o r l a  c a re n c ia  de s u s t r a to s  p a ra  su b i o s î n t e s i s .
P o r o t r a  p a r t e ,  e l  a m it ro l  red u ce  l a  p ro d u cc iô n  de t i r o x in a  (107) y , 
aunque de o r ig e n  a cam bios h ip e rp la sm ic o s  en e l  t i r o i d e s ,  l a  c a re n c ia  
p a r c i a l  de e sa  hormona hace  que l a s  r a t a s  t r a t a d a s  se  com portée f i s i o l o  
g icam en te  como h i p o t i r o i d e a s . Se ha comentado en l a  p rim era  p a r t e  de e ^  
ta  memoria que e l  h ip o t i r o id i s p o  red u ce  e l  n iv e l  de p r o te în a s  h e p â t ic a s  
(426) y e s t a  re d u c c iô n  puede obedecer a l a  d e s a c t iv a c iô n  de l a  tra d u c c iô n  
de l a  t r a n s c r ip c iô n ,  o dp ambas a l a  vez  (4 2 7 ).
Todos lo s  e f e c to s  d e l  a m itro l  e s tu d ia d o s  en e s t a  s e c c iô n  se  compe- 
n e t r a n ,  p u e s , e n t r e  s i  y conv ipne r e s a l t a r  que l a  d ism in u c iô n  d e l  RNA y 
de p r o te în a s  obedece a dos cau sas  p a r a l e l a s :  de un la d o  l a  c a re n c ia  de 
DNA en zonas c o n c re ta s  d e l  parënquim a h e p ë t ic o  y , de o t r o ,  l a  a c c io n  in  
d i r e c t s  d e l  a m it ro l  so b re  e l  h îg ad o  a  t r a v ë s  d e l  t i r o i d e s .
Puede d e se c h a rse  l a  id e a  d e  que e l  b a jo  n iv e l  de ë c id o s  n u c le ic o s  
y p r o te în a s  sea  c o n secu e n c ia  de d i f i c u l t a d e s  de a b s o r é î ô n 'i n t e s t i n à l  .co  ^
mo o c u rre  en c i e r t a s  in to x ic a c io n e s .  La e s t r u c t u r a  de l a  mucosa in te s t i^  
p a l  no p r e s e n ts  s în tom as; de an b rm a lid a d . En l a  lëm ina I I  se  pueden ob­
s e rv e r  c o r te s  lo n g i tu d in a le s  (A) y t r a n s v e r s a le s  (B) de l a s  v e l lo s id a d e s  
i n t e s t i n a l e s  que, de o r d ln a r io ,  son s e n s ib le s  a  una a c c iô n  tô x ic a  d i r e c  
t a  que im pida l a  a b s o rc iô n  norm al.
En c o n co rd a n c ia  con to d o s  e s to s  r e s u l ta d o s  se  e n c u e n tra n  lo s  d e l  
a n a l i s i s  de sa n g re  p ra c t ic a d o  icon lo s  an im a le s  de l a  t e r c e r a  s e r i e .  E l 
re c u e n to  de c ë lu la s  in d ic a  una l i g e r a  anem ia (6 .8 5 .1 0 ^  e r i t r o c i t o s  p o r 
p l  de sa n g re  f r e n t e  a l  v a lo r  norm al de 7 -8 .1 0 ^ ) y una mayor le u c o p e n ia  
(6 .500  le u c o c i to s  por p i  f r e n t e  a lo s  8 .0 0 0 -1 0 .0 0 0  norm ales en r a t a ) .  
E s ta s  l i g e r a s  a l te r a c io n e s  pueden o b edecer a  d e f i c i e n c i a s  de s î n t e s i s  
de p r o te în a s  ya que no s e  o b serv an  an o rm alid ad es  en lo s  t e j i d o s  hem ato- 
p o y ë tic o s  y h e p a t o l î t i c o s ,  m ëdula ô sea  y bazo (lëm ina I I I ) ,  pe ro  l a  ans 
m ia , p o r su p a r t e ,  puede tam biën  s e r  e f e c to  d e l  b loqueo  m e ta b ô lic o  d e l
h ie r r o  p o r p a r te  d e l  a m itro l  (vease  l a  p rim era  p a r te  de e s t a  m em oria).
3 .4 ,7 .2 .  Tratamientoa de Icœga duraciôn.
En l a s  v a ïo ra c io n e s  r e a l iz a d a s  con an im ale s  de l a  segunda s e r i e ,  rje 
s u l t a  lla m a t iv o  e l  aumento de DNA como co n secu e n c ia  d e l  t r a ta m ie n to  con 
a m itr o l .  E s te  hecho im p lic a  que la s  cau sas  que h a c îa n  d ism in u ir  l a  s i n -  
t e s i s  de DNA en l a  p rim era  f a s e  d e l  t r a ta m ie n to  (e sc a se z  de s u s t r a t o s ,  
in h ib ic iô n  de l a  f o s f o r i l a c iô n )  se  han su p e rad o , o b ie n  que han comenza^ 
do a a c tu a r  mecanismos die reguOLaciôn anorm ales que d i r ig e n  l a  a c t iv id a d  
m e ta b ô lic a  de l a s  c ë lu la s  h a c ia  una s î n t e s i s  g lo b a l  mës ra p id a  de DNA.
No p a re c e  p ro b a b le  l a  p rim era  h ip ô te s i s  y e s  l a  segunda l a  mas p la u s i b le .  
En e f e c to ,  aunque l a  a c c iô n  mas d i r e c t a  d e l  a m it ro l  se  e je r c e  so b re  e l  
t i r o i d e s ,  e s t a  d e s c r i t a  l a  a p a r ic iô n  de a l t e r a c io n e s  n eo p lasm icas  en  h ^  
gado a l  cabo de la rg o s  p e r io d o s  de a d m in is tra c io n  (1 0 4 ). Una de la s  ma- 
n i f e s t a c io n e s  qu îm icas d e l  hepatom a e s ,  como se  ha comentado (5 1 9 ), e l  
aumento d e l  n iv e l  de DNA, por lo  que , aunque a l  cabo de lo s  105 d îa s  de 
tra ta m ie n to  de lo s  an im ales  de, l a  segunda s e r i e  no se  a p re c ia ro n  a l t e r ^  
c io n e s  m a cro scô p icas  n i  m e ta s ta s is  en h îgado , e s  lô g ic o  p en sa r que e l  aii 
mento observado  en l a  c a p tid a d  de DNA se a  una p rim era  m a n ife s ta c iô n  b i ^  
quîm ica de l a  a l t e r a c i ô n  n e o p lâ s ic a .
E l hecho de que e l  aumento de DNA no te n g a  un r e f l e j o  to ta lm e n te  
p a r a le lo  en lo s  n iv e le s  de RNA y p r o te în a s  es  tambiÔn e x p l ic a b le  a b a se  
de l a  re d u c c iô n  de t r a n s c r ip c iô n  y tra d u c c iô n  que p rovoca l a  c a re n c ia  
de t i r o x in a .
3 .5 .  ANALISIS DE PROTEINAS
3 .5 .1 .  Com posiciôn de p ro te în a s
2.5.2.1,  Compoaioiôn de proteinaa hepâtioaa.
La p rim era  d e te rm in a c iô n  se  r e a l i z ô  con p r o te în a s  - a i s l a d a s  de h î ­
gado p o r e l  mêtodo de S ie k e v itz  (4 8 2 )-  de r a t a s  p e r te n e c ie n te s  a  l a  p r ^  
mera s e r i e  de t r a ta m ie n tb s .
A ntes de p ro c é d e r  a l  a n a l i s i s  a u to m a tic o  de am inoacidos en e l  h i -  
d ro l iz a d o ,  se  e fe c tu a ro n  c ro m a to g ra f îa s  p r e v ia s  d e l  mismo en capa f in a  
de c e lu lo s a  en l a  form a d e s c r i t a  en 2 .2 .5 .  Los h id ro l iz a d o s  p ro c e d e n te s  
de r a t a s  t r a t a d a s  con a m itro l  s e  c ro m a to g ra f ia ro n  po r d u p licad o  y s e  rje 
v e lô  una p la ç a  con n in h id r in a  y l a  o t r a  con e l  r e a c t iv o  "H" (7 ) .  No se  
observô  en e s t a  u lt im a  mancha a lg u n a , lo  c u a l  pone de m a n if ie s to  l a  no
in c o rp o ra c iô n  de a m i t r o l i l - a l a n in a  a p r o te in a s  h e p â t ic a s .
Los r e s u l ta d o s  d e l  a n a l i s i s  au to m a tico  de am inoâcidos en lo s  h id r ^  
l iz a d o s  o b te n id o s  de r a t a s  de c o n t r o l  y t r a t a d a s  (dos an im a le s  en cada 
g rupo) ap a re cen  en  l a  t a b la  XL ex p resad o s  como m oles de cada am inoâcido  
p o r 100 m oles d e l  t o t a l  d e l  h id r o l iz a d o .  No se  han e fe c tu a d o  c o r r e c c io -  
nes por p ê rd id a s  d u ra n te  l a  h i d r ô l i s i s .
TABLA XL
COMPOSICION DE PROTEINAS DE HIGADO DE RATAS NORMALES Y TRATADAS 
CON AMITROL. PRIMERA SERIE.
A minoâcido
Grupo de an im ales
C o n tro l A m itro l
asp+ asn 9 .76 8 .7 8 9.07 9.29
th r 5 .21 5 .11 5.11 5 .18
s e r 5 .67 5 .33 5 .5 2 5 .50
g lu + g ln 10.40 10.47 10.73 10,58
pro 5 .75 6 .05 5 .00 5 .16
g ly 7 ,44 7 ,67 7 ,83 7 ,93
a l a 7 .76 8 .1 6 8 .29 8 .4 4
l /2 c y s 0 .7 7 0 .87 0 .8 6 0 .8 3
v a l 7 .07 6 .83 7 .24 7 .39
met U 5 8 1 .24 1.70 1 .52
i l e 5k32 5 .47 5 .44 6.03
le u 9 .33 9 .97 9 .4 8 10.74
ty r 2 .30 2 .41 2 .26 2,11
phe 5 ,21 4 .6 7 4 .1 5 4 .66
ly s 8 .43 8 .9 8 8 .8 6 7 .19
h is 2 .79 2 .87 3 .49 3 .9 2
a rg 5 .2 0 5 .1 2 4 .9 3 3 .52
Puede o b s e rv a rs e  que l a s  p r o te în a s  de r a t a s  no rm ales y t r a t a d a s  ex - 
h ib e n  una com posic iôn  muy se m e ja n te , con v a r ia c io n e s  poco im p o rtan te s  en 
ambos g ru p o s . Q uizâ l a s  mâs s i g n i f i c a t i v a s  sean  la s  que s e  observan  en 
p r o l in a ,  que d e sc ie n d e  lig e ra m e n te  en lo s  an im ale s  t r a t a d o s ,  e h i s t i d i n a .
mas abundan te  en e s to s  que en lo s  de c o n t r o l .  Aunque no s e a  c o n c lu y e n te  
p o r s i  mismo, e s t e  u lt im o  hecho ap u n ta  l a  p o s ib i l id a d  de que e l  a m it r o l  
no a l t e r e  en m am îferos l a  d is p o n ib i l id a d  de h i s t i d i n a  cuya s î n t e s i s  -co^ 
mo se  ha comentado en l a  p a r te  t e o r i c a -  es capaz de b lo q u e a r  en m icroojr 
g an ism os.
De to d a s  fo rm as, lo s  r e s u l ta d o s  no pueden tom arse como d e f in i t i v o s  
s in  un d e ta l la d o  a n a l i s i s  e s t a d i s t i c o ,  po r lo  que se  p ro c e d iô  a l  a n a l i ­
s i s  de p r o te in a s  de un grupo mâs numeroso de an im ales  p e r te n e c ie n te s  a 
l a  segunda s e r i e  de tra ta m ie n to s  (v ëase  3 .4 ,1 .2 ) .  En la s  t a b la s  XLI y 
XLII s e  reco g e  l a  com posiciôn  de l a s  p r o te în a s  h e p â t ic a s  a i s l a d a s  en e ^  
ta  nueva e x p e r ie n c ia .
TABLA XLI
COMPOSICION DE PROTEINAS DE HIGADO DE RATAS NORMALES Y TRATADAS 
CON AMITROL. SEGUNDA SERIE
C o n tro l .  Animal n* A m itro l. Animal n*
Aminoâcido 1 2 3 4 5 6 7
asp+ asn 9 .45 9 .82 10.01 9 .4 9 9 .48 9 .59 9 .59
th r 5 .6 0 5 .26 5 .59 5 .47 4 .64 4 .93 5 .61
s e r 6 .08 6 .56 6 .85 6 .3 0 6.16 6 .4 6 6 .72
g lu + g ln 11.15 10.83 10.19 10.71 10.00 11,76 10.88
pro 5 .79 5 .64 6 .13 5 .9 2 5 .85 5 .37 5 .9 0
g ly 7 .83 7.45 7 .84 8 .12 7 .28 7.83 7 .83
a la 8 .56 8 .37 8 .92 8 .9 6 8 .90 8 .95 8 .56
l /2 c y s 1.11 0 .8 6 1.17 1.21 1 .0 0 1.01 1 .06
v a l 5 .68 5 .39 5 .5 0 5 .31 5 .38 5 .17 5.53
met 1 .52 1.73 1 .54 1 .4 4 1.75 1 .38 1.63
i l e 4.51 4 .31 3 .97 4 ,0 2 4 .28 4 .1 3 4 .1 3
le u 10.08 10.03 9 .74 9 .65 10.07 12 .00 9 .6 2
ty r 2 .73 2 .86 2 .70 2 .43 2.63 2 .13 2.44
phe 4.57 4 .6 0 4 .33 4 .2 5 4 .69 3 .4 6 3 .5 6
. ly s 8 .71 9 .02 8 .6 6 8 .2 8 9 .87 9 .83 8 .99
' h i s 1 .98 2.07 2 .43 2 .3 6 2 .93 1.81 2.11
a rg 4 .6 4 5.21 4 .4 2 6 .07 5 .07 4.21 4 .8 2
TABLA XLII
COMPOSICION DE PROTEINAS DE HIGADO DE RATAS*NORMALES Y TRATADAS CON
AMITROL. VALORES MEDIOS DE LA SEGUNDA SERIE
A minoâcido
Grupo de an im ales
C o n tro l A m itro l
asp+ asn 9 .75 + 0 .23 9 .5 4 ± 0 .0 5
th r 5 .48 ± 0 .1 5 5 .16 ± 0 .39
s e r 6 .49 ± 0 .3 2 6 ,41 ± 0 .21
g lu + g ln 10.71 + 0 .4 0 10.84 ± 0 .63
p ro 5 .85 + 0 .2 0 5 .76 ± 0 .23
g ly 7 .7 0 + 0 .1 8 7 .76 ± 0 .3 0
a l a 8 .61 + 0 .2 3 8 .84 ± 0 .17
l /2 c y s 1 .05 + 0 .1 3 1.07 ± 0 .0 8
v a l 5 .52 + 0 .1 2 5 .35 ± 0 .1 3
met 1 .59 + 0 .0 9 1 .55 ± 0 .47
i l e 4 .26 + 0 .2 2 4 .1 4 ± 0 .09
le u 9 .94 + 0 .1 5 10.33 ± 0 .61
ty r 2 .76 + 0 .07 2.41 ± 0 .1 8
phe 4 .49 + 0 .1 2 4 .24 ± 0 .4 8
ly s 8 .79 + 0 .16 9 .24 ± 0 .6 6
h is - 2 .16 + 0 .1 9 2 .30 ± 0 .41
a rg 4 .75 + 0 .3 2 5 .04 ± 0 .67
E s to s  r e s u l ta d o s  in d ic a n  pequenas v a r ia c io n e s  q u e , en l a  mayor par^ 
t e  de lo s  c a s o s ,  no son s i g n i f i c a t i v a s  e s ta d îs t ic a m e n te .  C asi to d a s  l a s  
v a r ia c io n e s  de lo s  v a lo re s  m edios son  d e l  mismo s ig n o  que l a s  o b se rv a -  
das en l a  p rim era  s e r i e ,  aunque, como co n secu e n c ia  d e l  e s tu d io  mâs com- 
p le to  r e a l iz a d o  con l a  segunda, pueden d e s c a r t a r s e  a lg u n a s  de la s  d i f e ­
r e n c ia s  que se  m a n ife s ta b a n  en  l a  p rim e ra  s e r i e .
Lo mismo puede d e c i r s e  r e s p e c to  a l  a n â l i s i s  de la s  p ro te în a s  hepâ­
t i c a s  de lo s  an im a le s  de l a  t e r c e r a  s e r i e ,  cuyos r e s u l ta d o s  - in à iv id u a -  
l e s  y m edios re s p e c t iv a m e n te -  se  reco g en  en l a s  ta b la s  X L III y XLIV, En 
e s ta  d lt im a  e x p e r ie n c ia  se  han r e a l i z a d o ,  adem âs, c o r re c c io n e s  sobre
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TABLA XLIV
COMPOSICION DE PROTEINAS DE HIGADO DE RATAS NORMALES Y TRATADAS CON
AMITROL. VALORES MEDIOS DE LA TERCERA SERJE
A minoâcido
Grupo de an im ales
C o n tro l A m itro l
asp+ asn 9 .28 + 0 .2 2 9 .4 8 ± 0 .39
th r 5 .12 + 0 .37 4 .88 + 0 .1 0
s e r 4 .90 ± 0 .3 0 4 .9 0 ± 0 .2 0
g lu + g ln 10.99 + 0 .2 5 11.02 ± 0 .33
p ro 6 .07 + 0 .76 6 .0 0 + 0 .8 4
g ly 7 .55 + 0 .2 8 7 .57 ± 0 .16
a l a 8 .02 ± 0 .45 8 .16 ± 0 .21
v a l 7 .32 ± 0 .3 0 7.11 ± 0 .31
met 1 .69 + 0 .14 1.81 + 0 .1 4
i l e 5 .85 + 0 .17 5 .8 0 + 0 .1 0
le u 10.67 + 0 .4 0 10.68 + 0 .25
ty r 1 .7 2 + 0 .1 8 1 .92 + 0 .3 0
phe 4 .51 + 0 .34 4 .5 0 ± 0 .1 0
ly s 8.61 ± 0 .5 6 8 .45 ± 0 .6 0
h is 2 .96 + 0 .4 5 3 .07 + 0 .8 5
a rg 4 .73 ± 0 .29 4 .5 8 + 0 .2 9
e l  CQntenido de h id ro x ia m in o â c id o s  p a ra  su b sa n a r l a s  p ê rd id a s  de h id r ô ­
l i s i s .  P a ra  e l l o  s e  d e te rm in e  l a  p ro p o rc io n  de s e r in a  y tr e o n in a  en h i ­
d ro liz a d o s  de una misma p r o te în a  o b te n id o s  en ig u a ld a d  de co n d ic io n e s  
p ero  con tiem pos de h i d r ô l i s i s  v a r i a b l e s .  En l a . t a b l a  XLV se  pueden a p r^  
c i a r  e s t a s  v a r ia c io n e s .  A p a r t i r  de lo s  d a to s  e x p é rim e n ta le s  c o n s ig n a -  
dos en e l l a  se  c a lc u lô  e l  p e rc e n ta g e  r e a l  de d ic h o s  am inoâcidos e x tra p £  
lan d e  a  tiem po c e ro  po r e l  mêtodo de lo s  minimes cu ad rad o s. Con lo s  v a ­
lo r e s  o b te n id o s  p o r e x tra p o la c iô n  se  c o r r ig ie r o n  lo s  d a to s  de l a  t a b la  
X LIII y lo s  nuevos p e rc e n ta g e s  se  reco g en  en l a  t a b la  XLVI y su s  m édias 
con l a s  c o r re s p o n d ie n te s  d e s v ia c io n e s  t î p i c a s ,  en l a  XLVII.
TABLA XLV
PERDIDAS DE SERINA Y TREONINA EN EL TRAN6CURS0 DE LA HIDROLISIS
Tiempo de 
h i d r ô l i s i s  (h r)
18
24
36
43
0
(e x tra p o la d o )
P e rc e n ta g e  de h id ro x iam in o âc id o s  
S e r in a  T reo n in a
4.86
4.45
4.27
3.99
5.34
4.72
4.60
4.46
4.41
4.94
TABLA XLVII
COMPOSICION DE PROTEINAS DE HIGADO DE RATAS NORMALES Y TRATADAS 
CON AMITROL. VALORES MEDIOS DE LA TERCERA SERIE CORREGIDOS POR
PERDIDAS DE HIDROLISIS
Grupo de an im ales
Aminoâcido C o n tro l A m itro l
asp+asn 9.21 ± 0 .22 9.41 ± 0 .3 8
th r 5 .32 ± 0 .38 5.07 ± 0 .1 1
s e r 5 .37 ± 0 .32 5 .38 ± 0 .2 2
g lu + g ln 10.90 ± 0 .25 10.94 ± 0 .3 3
p ro 6 .02 + 0 .7 6 5.96 ± 0 .83
g ly 7 .50 + 0 .27 7.51 ± 0 .15
a la 7.96 ± 0 .4 4 8.11 ± 0 .2 3
v a l 7 .27 ± 0 .3 0 7.05 ± 0 .3 0
met 1.67 + 0 .14 1.80 ± 0 .1 4
i l e 5.81 ± 0 .1 7 5.76 ± 0 .1 0
le u 10.59 ± 0 .4 0 10.61 ± 0 .2 5
ty r 1.71 ± 0 .1 8 1.91 ± 0 .3 0
phe 4 .47 ± 0 .2 4 4.47 ± 0 .0 8
ly s 8 .55 ± 0 .5 6 8 .39 ± 0 .6 0
h is 2 .94 ± 0 .4 4 3 .05 ± 0 .87
a rg 4 .69 ± 0 .2 9 4.55 ± 0 .27
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2, s , 1 ,2 , Composiciôn de proteinas de suero.
Las p r o te in a s  de su e ro  son mâs s e n s ib le s  que la s  de h ig ad o  a l  t r a ­
ta m ien to  con a m i t r o l .  E sto  se  a d v ie r te  a l  exam inar l a s  ta b la s  XLVIII y 
IL , en la s  que se  han reco g id o  -e n  l a  form a aco stu m b rad a- l a  com posiciôn 
de l a s  p ro te în a s  a i s l a d a s  de su e ro  de an im a le s  norm ales y t r a ta d o s  con 
a m i t r o l .
TABLA XLVIII
V
COMPOSICION DE PROTEINAS DE SUERO DE RATAS NORMALES Y TRATADAS 
CON AMITROL. SEGUNDA SERIE.
C o n tro l .  Animal n* A m itro l. Animal n '
Aminoâcido
asp+asn 10.61 10.56 9 .9 0 10.20 10.16 10.18 10.35
th r 6 .67 6.87 7.03 6 .6 4 6 .50 7 .24 6.83
s e r 6 .4 0 7.19 7 .76 7 .52 6 .44 6 .95 7.18
g lu + g ln 13.53 13.01 11.93 12.56 12.66 12.62 13.10
p ro : 4 .99 5 .18 5 .99 6 .26 6 .58 6 .2 0 4 .68
g ly 5 .12 5.17 5 .52 4 .87 4 .90 4 .8 8 4 .90
a la 8 .16 8 .23 8 .06 8 .5 8 7 .46 7.93 7.61
l /2 c y s 2.21 2 .20 1.99 1 .35 2.13 2.03 2.22
v a l 5 .84 6.07 6 .73 5 .89 5 .78 5.71 5 .80
met 0 .97 0 .9 8 1.03 0 .9 4 0 .98 0 .9 6 1.05
i l e 2 .72 2 .64 3 .17 2 .7 0 2 .94 2 .79 2 .90
le u 10.06 9 .88 9 .18 9 .8 4 9 .99 10.01 10.55
ty r 2 .69 2.91 3 .1 8 2.11 2.57 2 .10 3.21
phe 3 .93 3 .7 6 3 .7 8 2 .96 3 .63 3 .9 4 3 .66
ly s 10.14 9 .86 9 .59 11.39 11.05 10.84 10.04
h is 2 .66 2 .28 2 .22 2 .9 2 2.83 2 .50 2 .48
arg 3 .2 8 3 .2 1 ' 2 .95 3 .67 3 .40 3 .12 3 .42
S in  que e x is ta n tampoco grandes d i f e r e n c ia s , e s ta s son mâs s i g n i f i
c a t iv a s  que en e l  caso  de h îg a d o . D es tacan  l a s  e n c o n tra d a s  on e l  porcen  
t a j e  de g l ic o c O la , ya que l a  pequena d i s p e r s io n  de lo s  r e s u l ta d o s  ?ermi
te  p o n e r la s  de m a n if ie s to  con suma c l a r id a d .  Son tam biên  s i g n i f i c a t i v a s  
la s  d i f e r e n c ia s  h a l la d a s  en v a l in a  y U s i n a  y d e s ta c a b le s ,  aunque m enos, 
la s  que se  p a re c îa n  en a r g in in a  o h i s t i d i n a .
TABLA IL
COMPOSICION DE PROTEINAS DE SUERO DE RATAS NORMALES Y TRATADAS 
CON AMITROL. SEGUNDA SERIE. VALORES MEDIOS.
Aminoâcido
Grupo de an im ales
C o n tro l A m itro l
asp+asn 10 .35 ± 0 .3 2 10.22 ± 0 .07
th r 6 .8 5 ± 0 .1 5 6 .80 ± 0 .2 8
s e r 7 .11 ± 0 .5 6 7.02 ± 0 .39
g lu + g ln 12.81 ± 0 .6 7 12.73 ± 0 .21
pro 5 .3 8 ± 0 .4 3 5 .93 ± 0 .7 4
gly 5 .2 6 ± 0 .1 8 4 .89 ± 0 .01
a la 8 .1 4 ± 0 .0 7 7.79 ± 0 .2 8
l /2 c y s 2 .13 ± 0 .1 0 1.93 ± 0 .3 4
v a l 6 .21 + 0 .3 8 5.79 ± 0 .0 6
met 0 .9 9 ± 0 .0 2 0 .9 8 ± 0 .0 4
i l e 2 .8 4 ± 0 .2 3 2 .83 ± 0 .09
le u 9 .7 0 ± 0 .3 8 10.10 ± 0 .27
ty r 2 .9 2 ± 0 .2 0 2 .50 ± 0 .4 5
phe 3 .8 2 ± 0 .0 8 3 .55 ± 0 .3 6
ly s 9 .8 5 ± a. 22 10.83 ± 0 .5 0
h is 2 .3 8 ± 0 .1 9 2 .68 ± 0 .2 0
a rg 3 .1 4 ± 0 .1 4 3 .4 0 ± 0 .1 9
C o n sid erad as  en su co n ju n to  l a s  p r o te în a s  de su e ro  de r a t a s  tra ta ^  
das con a m itro l  r e s u l t a n  s e r  mas b a s ic a s  que l a s  n o rm ales . La r e la c io n  
de am inoâcidos b â s ic o s  f r e n t e  a  â c id o s  a lc a n z a  en e l l a s  un v a lo r  medio 
de 0 .7 4 ,  m ie n tra s  que e s t a  r e l a c io n  e s  s o lo  de 0 .6 6  en l a s  no rm ales. La 
p ro p o rc iô n  de l a s  en l a s  p r o te în a s  o r ig in a le s  so lo  se  determ ino  de 
modo s e m ic u a n t i ta t iv o ,  po r lo  que lo s  r e s u l ta d o s  no se  han in c lu id o  en
l a  t a b la  c o r re s p o n d ie n te ,  oero  in d ic a n  una c a n tid a d  de e l l a s  é q u iv a le n ­
t e  en ambos grupos de a n im a le s , por lo  que co n serv a  su v a l id e z  l a  a f i r -  
m acidn a n t e r io r  so b re  l a  d e s ig u a ld a d  en  l a  p ro p o rc io n  de p ro te în a s  b â s ^  
c a s .
3 .5 .2 .  A n a l i s i s  e l e c t r o f o r é t i c o  de p r o te în a s  de ^uero
La e x i s t e n c ia  de a l t e r a c io n e s  en l a  com posicion  de p ro te în a s  de sue^ 
ro  s u g ie re  l a  p o s ib i l id a d  de que haya d i f e r e n c ia s  en l a  p ro p o rc io n  de 
sus d i s t i n t a s  c l a s e s .  La e l e c t r o f o r e s i s  es una tê c n ic a  adecuada p a ra  d ^  
t e c t a r  t a i e s  d i f e r e n c ia s ,  por lo  que se  han a n a liz a d o  de e s t a  m anera sue^ 
ro s  de an im ales norm ales y t r a ta d o s  con a m itr o l .  En l a  f ig u r a  19 se  han 
reco g id o  lo s  tra z a d o s  d e n s ito m ê tr ic o s  c o r re s p o n d ie n te s  a dos e l e c t r o f o -  
r e s i s  de su ero  de an im ales  de c o n t ro l  y t r a ta d o s  con a m itr o l .  Pueden 
o b se rv a rse  a s im p le  v i s t a  d i f e r e n c ia s  en l a  p ro p o rc io n  r e l a t i v a  de g lo -  
b u lin a s  que, de modo mas com plète y c u a n t i t a t iv o  se  recogen  en l a  ta b la  
L.
TABLA L
COMPOSICION DEL SUERO DE RATAS NORMALES Y TRATADAS CON AMITROL
_______P ro p o rc io n  r e l a t i v a  (%)_______
Grupo de p ro te în a s  C o n tro l A m itro l
Albumina 34 .3  ± 0 .3  35 .2  ± 1.4
a ^ -g lo b u lin a s
Og-globulinas
18.1 ± 1 .3  17.1 ± 0 .7
10.3  ± 0 .8  6 .6  ± 1 .8
$-globulinas 22 .5  ± 0 .3  16.6  ± 1.1
Y-globulinas . 11 .4  ± 0 . 1  24.7  ± 2 .2
La e l e c t r o f o r e s i s  en g e l  de p o l i a c r i l a m id a ,  que p ro p o rc io n a  un ana 
l i a i s  de r e s o lu c io n  mucho m ayor, p e rm ite  tam biên  en e s t e  caso exam iner 
con mis d e t a l l e s  l a s  zonas en l a s  que s e  a p re c ia  v a r ia c io n  en la s  p ro ­
te în a s  de su e ro  ( f ig u r a  2 0 ). No o b s ta n te ,  e l  e s tu d io  de l a  re g io n  de 
la s  y -g lo b u l in a s  es d i f î c i l  m ed ian te  e l e c t r o f  o r e s i s  en g e l  île p o l i a c r i  
lam id a , ya que la s  inm unog lobu linas de c o e f i c i e n t e s  de sed im cn tac io n  
7 S, p o r su s c a r a c t e r î s t i c a s  de m ic ro h e te ro g e n e id a d , p ré se n ta *  una d i^
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t r ib u c iô n  d i f u s a  en  e l  g e l  y l a s  de 19 S no son capaces  de p e n e t r a r  en
e l  mismo.
'
3 .5 .3 .  P is c u s io n
D el e s tu d io  de la s  t a b la s  XL, XLII y XLVII puede c o n c lu ir s e  que 
e l  t r a ta m ie n to  con a m itro l  so lo  p roduce pequenas a l te r a c io n e s  en l a  corn 
p o s ic iô n  de p r o te în a s  h e p i t i c a s  q u e , en l a  mayor p a r te  de lo s  c a s o s ,  no 
son s i g n i f i c a t i v a s .  Por e l  c o n t r a r io ,  s i  e x i s t e n  d i f e r e n c ia s  c l a r a s  en 
l a s  p r o te în a s  de su e ro  ( t a b l a  IL ) .  McWhorter y H il to n  (85) han d e s c r i-*  
to  l a s  v a r ia c io n e s  que p rovoca e l  a m itro l  en l a  com posicion  de p r o t e î ­
n as  de m a iz , v a r ia c io n e s  que, en muchos c a s o s ,  pueden j u s t i f i c a r s e  po r 
l a  d i f e r e n te  d is p o n ib i l id a d  de am inoâcidos l i b r e s  como s u s t r a to s  p a ra  
l a  b i o s î n t e s i s  de p r o te în a s .  Aunque mas a d e la n te  se  v u e lv a  so b re  e s t e  
hecho y se  comparen lo s  r e s u l ta d o s  o b te n id o s  en l a  p r é s e n te  i n v e s t ig a -  
c iô n  con lo s  d e l  t r a b a jo  de McWhorter y H i l to n ,  es c o n v e n ie n te  d e ja r  
ah o ra  c o n s ta n c ia  de que no se  da un p a ra le l is m o  t o t a l  e n t r e  l a s  d i f e r e n  
c ia s  p rovocadas p o r e l  a m itro l  en la s  p r o te în a s  v e g e ta le s  e s tu d ia d a s  
p o r d ic h o s  a u to re s  y l a s  o b se rv ad as en la s  de su e ro  de r a t a  en l a  p ré ­
s e n te  in v e s t ig a c iâ n .  Es lô g ic o  p e n s e r ,  po r c o n s ig u ie n te ,  que l a s  cau­
s a s  que m otivan  l a s  d i f e r e n c ia s  de com posicion  de p r o te în a s  sean  d i s t i n  
t a s  en v e g e ta le s  y en m am îferos, aunque en ambos caso s  se  de una d ism ^ 
n u c io n  de l a  c a n tid a d  t o t a l  de p r o te în a s  despuâs de la rg o s  t r a ta m ie n to s  
con a m i t r o l .
En e l  caso  p r e s e n ts ,  despuâs de o b s e rv a r  e l  aumento que p rovoca 
e l  a m it ro l  en e l  n iv e l  de y - g lo b u l in à s  es lô g ic o  p e n se r  que l a s  d i f e r e n  
c i a s  de com posiciôn  de l a s  p r o te în a s  t o t a l e s  de su e ro  se  deba a l a  v a­
r i a c io n  en l a  p ro p o rc iô n  r e l a t i v a  de g lo b u l in a s .  E s ta  s u p o s ic iô n  e s t a  
apoyada p o r e l  in c ré m en ts  observado  en l a  r e l a t i o n  e n t r e  am inoâcidos 
b â s ic o s  y â c id o s ,y a  que l a s  inm unog lobu linas so n , e n t r e  la s  demâs p ro ­
t e în a s  de s u e ro , l a s  de p un to  i s o e l â c t r i c o  mâs e le v a d o .
P or o t r a  p a r t e ,  l a s  inm unog lobu linas son l a s  u n ic a s  p ro te în a s  de 
su e ro  que no s e  s i n t e t i z a n  en h îg a d o , hecho que p e rm ite  e n c a ja r  todos 
lo s  r e s u l ta d o s  o b te n id o s  en l a  s ig u ie n te  h ip ô t e s i s :  e l  a m itro l ,  median^ 
t e  una a c t io n  in d i r e c t a  a  t r a v â s  d e l  t i r o i d e s ,  re d u c e , despuâs de l a r ­
gos p e r io d o s  de t r a ta m ie n to ,  e l  n iv e l  de p r o te în a s  s in te t i z a d a s  en d i -  
cho t e j i d o ,  a l  menos en un n iv e l  a p re c ia b le  m ed ian te  a n â l i s i s  de aminoâ^ 
c id o s .  Con in d e p en d en c ia  de e s to s  h ech o s , y como e s  f re c u e n te r .e n  caso s
de in to x ic a c iô n ,  e l  n iv e l  de inm uno g lo b u lin as  aum enta en su e ro  y j u s t ^  
f i c a  l a s  d i f e r e n c ia s  que se  a p re c ia n  en l a  com posicion  t o t a l  de s u s  pro^ 
t e in a s .
E l aumento en l a  in c o rp o ra t io n  de le u c in a  observado  en la s  ex p e - 
. r i e n c ia s  " in  v iv o "  no puede j u s t i f i c a r s e  como o r ig in a d o  por l a  s f n t e -  
s i s  de p ro te în a s  mâs r i c a s  en e s te  am inoâcido (v ease  a p a r ta d o  3 .3 ) ya 
que su p ro p o rc iô n  es muy semeja n te  en p r o te în a s  - t a n t o  de h îgado  como 
de s u e ro -  de an im ales  norm ales y t r a t a d o s  con a m i t r o l .  E s ta s  c o n s id é ra  
c io n e s  y lo s  r e s u l ta d o s  de l a s  t a b la s  XXII y XXIII in d ic a n  que d u ra n te  
lo s  p rim ero s  d îa s  d e l  tr a ta m ie n to  con a m itro l  t i e n e  lu g a r  una s î n t e s i s  
mâs a c t iv a  de p r o te în a s ,  lo  que e s t â  de acuerdo  con e l  aumento d e l  t a -  
maho d e l  h îgado  observado  como co n secu e n c ia  de tr a ta m ie n to s  de c o r ta  
d u ra c iô n  ( ta b la  XXIV).
A n te rio rm en te  se  h a  comentado que l a  re d u c c iô n  d e l  n iv e l  de b io ­
s î n t e s i s  de p r o te în a s  en v e g e ta le s  t r a t a d o s  con a m itro l  e s t â  r e la c io n a  
da con l a  d is p o n ib i l id a d  de am in o âc id o s. Con e l  f i n  de co m p lé te r tam - 
b ie n  de e s ta  m anera e l  e s tu d io  de l a  in f lu e n c ia  d e l  a m it ro l  so b re  l a  
b i o s î n t e s i s  de p ro te în a s  en m am îferos se  p ro c e d iô , como se  d e s c r ib i r â  
a c c n t in u a c ic n ,  a l  a n â l i s i s  de am inoâcidos l i b r e s  de lo s  que, a tr a v e s  
. de l a s  e x p e r ie n c ia s  e x p u e s ta s  h a s t a  e l  momento, s ô lo  se  ha determ inado  
su c a n tid a d  t o t a l .
’3 .6 .  ANALISIS DE AMINOACIDOS LIBRES
3 .6 .1 .  Am inoâcidos l i b r e s  en h îgado
El metodo u t i l i z a d o  p a ra  l a  p re p a ra c iô n  de m u e stra s  es e l  mâs ad£ 
cuado p a ra  r e a l i z a r  so b re  la s  mismas p o rc io n e s  de t e j i d o ,  to d a s  l a s  v a -  
lo ra c io n e s  y a n â l i s i s  d e s c r i to s  a n te r io rm e n te .  Aunque no sea  e l  mâs ad£ 
cuado p a ra  l a  o b te n c iô n  de am inoâcidos l i b r e s ,  l a  p o s ib i l id a d ,  a r r i b a  
ap u n tad a , de r e a l i z a r  to d a s  la s  d e te rm in a c io n e s  so b re  una misma m uestra  
compensa lo s  in c o n v e n ie n te s  que p r é s e n ta  l a  e x tra c c iô n  de am inoâcidos 
l i b r e s  con âc id o  p e r c lô r ic o .  E l empleo de e s t e  âc id o  como p r é c ip i t a n te  
de p r o te în a s  e n tra h a  l a  p e rd id a  p a r c i a l  de âc id o  g lu tâ m ic o , an id as  y , 
so b re  to d o , de t r i p tô f a n o .  P e ro , sa lv an d o  e s te  u ltim o  c a so , la s  p e r d i -  
das que p o d rîa n  r e v e s t i r  c i e r t a  im p o rta n c ia  p a ra  e s tu d io s  a b s o lû te s ,  
no l a  t ie n e n  en un tr a ta m ie n to  co m p ara tiv o , po r lo  que lo s  r e s u l ta d o s  
o b te n id o s  son to ta lm e n te  v â l id o s  con t a l  f i n .
En la s  t a b la s  LI y L U  s e  han re c o g id o  lo s  r e s u l ta d o s  d e l  a n â l i ­
s i s  au to m âtico  de am inoâcidos l i b r e s  en h îg a d o . Logicam ente l a s  sumâs 
de lo s  n iv e le s  in d iv id u a le s  de lo s  am inoâcidos no co rresp o n d en  e x a c t 
m ente con lo s  r e s u l ta d o s  o b te n id o s  en l a  v a lo ra c io n  de am inoâcidos U  
b re s  t o t a l e s  ( t a b la  XXXIX) p o r cu an to  a l l î  s e  e x p re sa ro n  como p m oles 
é q u iv a le n te s  a le u c in a  y en l a s  ta b la s  LI y L U  a p a re cen  lo s  y m oles 
r e a l e s  de cada am inoâcido .
TABLA LI
AMINOACIDOS LIBRES EN EL HIGADO DE RATAS NORMALES Y TRATADAS CON 
AMITROL. A) AMINOACIDOS PROTEICOS
Aminoâcido I n te r v a lo (*) ( t ) M edia^*)
A nim ales t r a t a d o s ,* .  
V a lo re s  in d iv id u a le s  '
asp 1 .34 - 1.56 1.45 1 .83 2 .08 1 .51
th r 0 .7 8 - 1,36 1 .14 1.21 0 .9 8 0 .71
s e r 1 .08 - 2 .48 1 .93 2 .25 1 .55 1 .2 9
asn+ g ln 0 .05 - 0 .23 0 .17 0 .3 0 0 .2 5 t r
p ro 0 .57 - 0 .68 0 .63 0 .7 0 0 .67 0 .6 7
g lu 3 .65 - 6 .52 4 .67 5 .95 7 .26 6 .8 7
gly 1.31 - 4 .55 3 .0 2 5.(57 4.51 2 .47
a la 1 .90 - 5 .89 4 .0 4 2 .89 3 .1 8 2 .47
v a l 0 .43 - 0.,81 0 .5 9 0 .7 8 0 ,73
i l e 0 .3 3 - 0 .5 4 0 .4 0 0 .47 0 .43
le u 0 .4 9 - 1 ,05 0 .7 4 0 .8 9 0 .76
ty r 0 .23 - 0 .5 5 0 .39 0 .3 9 0 .35
phe 0 .21 - 0 .5 8 0 .4 3 0 .3 6 0 .38
ly s 0 .21 - 1 .34 0 .6 2 0 .97 0.89
h is 0 .0 6 - 0 .5 3 0 .3 2 0 .3 3 0 .38
(*) y m oles po r gramo de h îg ad o  f r e s c o .
e t)  V a lo re s  in d iv id u a le s  ex trem es en lo s  an im ale s  in v e s t ig a d o s .
TABLA L U
AMINOACIDOS LIBRES EN EL HIGADO DE RATAS NORMALES Y TRATADAS CON
AMITROL. B) AMINOACIDOS NO PROTEICOS.
A minoâcido o corn 
p u es to  de r e a c -  
c iô n  p o s i t i v a  
con n in h id r in a
F o s fo s e r in a
G l i c e r i l f o s f o r i l  
6 tano lam ina
Fosf oe tan o lam in a
T au rin a
Urea
S u lfô x id o s  de 
m e tio n in a
C i t r u l in a
A c. aam ino- 
b u t i r i c o
G lucosam ina
3 -a la n in a
Ac. 3-am ino- 
i s o b u t i r i c o
Ac. y -am ino - 
i s o b u t i r i c o
O rn it in a
E tano lam ina
NH4^
O tros no id e n -  
t i f i c a d o s
A nim ales de c o n t ro l A nim ales t r a ta d o s
I n te r v a lo M edia^*) V a lo res in d iv id u a le s ^  ^
0 .4 2 - 1 .10 0 .7 3 0 .4 0 '' 0 .1 6
0 .7 2 - 1 .09 0 .9 6 0 .4 6 0 .17
2.57 - 4 .68 3 .31 2 .69 6 .27
3 .32 - 6 .81 5 .36 12 .44 11.23
8 .48 - 11.87 10.07 10.05 16.25
- 0 .2 5 0 .3 7
t r t r t r  t r
0 .0 3 - 0 .1 4 0 .0 9 - — —
0 .0 5 0 .3 5 0 .1 6 0 .1 9 -
0 .0 8 - 0 .4 5 0 .2 4 0 .1 6 0 .1 1
t r t r -
t r 1 .6 0 -
0 .0 5 - 0 .7 2 0 .2 9 0 .7 8 0 .4 4  •
0 .0 4 - 0 .9 7 0 .3 4 0 .6 0 0 .7 9
5 .81 - 9 .90 7 .62 9 .69 10.48
0 .0 8 4 .1 4 1 .25 t r
(*) ymoles p o r gramo de h îg ad o  f r e s c o .
V alo res  in d iv id u a le s  ex trem es en lo s  an im a le s  in v e s t ig a d o s .
En g e n e ra l puede d e c i r s e  que e l  t r a ta m ie n to  con a m itro l  a fe c ta  
mâs a lo s  am inoâcidos no p ro te ic o s  que a lo s  p r o t e i c o s . Las d if e re n ­
c ia s  mâs im p o rta n te s  se  en c u e n tra n  en ta u r in a  y tam biân  e s  n o ta b le  l a
p re s e n c îa  de s u lfô x id o s  de m e tio n in a  en l a s  r a t a s  t r a t a d a s  f r e n t e  a su 
t o t a l  a u se n c ia  en l a s  n o rm ales . E s to s  r e s u l ta d o s  s u g ie re n  una ac c iô n  
d e l  a m i t r o l .  Los n iv e le s  de f o s f o s e r in a ,  g l ic e ro fo s fo e ta n o la m in a  y âcj^ 
dos a s p â r t i c o  y g lu tâm ico  tam biân  s e  a l t e r a n  a p re c ia b le m e n te .
La h i s t i d i n a ,  por e l  c o n t r a r io ,  no d ism inuye en a b s o lu te  como con 
se c u e n c ia  d e l  t r a ta m ie n to ,  lo  que in d ic a  que no se  in h ib e  su s î n t e s i s  
en m am îferos, a l  c o n t r a r io  de lo  que o c u rre  en m icro o rg an ism o s. E s ta  
c o n c lu s iô n  ya se  h a b îa  apuntado  de modo p r o v is io n a l  a l  e s tu d i a r  l a  corn 
p o s ic iô n  de la s  p r o te în a s  de h îg ad o  y su e ro  p e ro  ah o ra  se  t ie n e n  ya d ^  
to s  s u f i c i e n te s  p a ra  e l e v a r l a  a d e f i n i t i v e  y r e l a c io n a r l a  de nuevo con 
a q u e l lo s  d a to s .  S i e l  a m itro l  nb a l t e r a  e l  m etabolism o de h i s t i d i n a  y 
e l  n iv e l  de e s t e  am inoâcido en lo s  an im ale s  t r a ta d o s  e s  n o rm al, no e x i^  
te  r e s t r i c c i ô n  a lg u n a  p a ra  su in c o rp o ra t io n  a  p r o te în a s .  A sî se  j u s t i ­
f i e s  tam biân  e l  que no se  haya d e te c ta d o  a m i t r o l i l a l a n in a  en h id ro liz a ^  
dos de p r o te în a s  p u es to  que s i  e l  n iv e l  de h i s t i d i n a  es  no rm al, no es  
p ro b ab le  que se  u t i l i c e n  sus an â lo g o s  p a ra  l a  b i o s î n t e s i s  de p r o te în a s .
El a n â l i s i s  de am inoâcidos p e rm ite  tam biân  e s ta b le c e r  d i f e r e n c ia s  
e n t r e  e l  com portam iento de lo s  m am îferos y v e g e ta le s  f r e n te  a l  t r a t a ­
m ien to  con a m i t r o l .  En v e g e ta le s  l a  fo rm aciôn  de a m i t r o l i l a l a n in a  q u e , 
como se  ha com entado, c o n s t i tu y e  una form a de a n u la r  l a  to x ic id a d  d e l  
a m i t r o l ,  t i e n e  lu g a r  a expenses de g l ic o c o la  y s e r in a ,  am inoâcidos que 
-e n  su  e s ta d o  l i b r e -  d e sa p a re c e n  p râ c tic a m e n te  de lo s  t e j i d o s  a f e c t a -  
d o s . No o c u rre  a s î  en m am îferos, ya q u e , como puede a p r e c ia r s e  en l a  
ta b la  LI e l  n ivel_ .de s e r in a  se  m an tien e  d e n tro  de l îm i te s  norm ales y 
e l  de g l i c o c o la  puede in c lu s o  l l e g a r  a  s e r  s u p e r io r  a l  de l a s  r a t a s  de 
c o n t r o l .  C onsecuencia  de e s t e  a l t o  n iv e l  de g l ic o c o la  es que e l  cocien^ 
t e  e n t r e  su c o n c e n tra c iô n  y l a  de s e r in a  - e l  am inoâcido mâs r e la c io n a -  
do m etab ô licam en te  con e l l a -  s e a  mayor en la s  r a t a s  t r a ta d a s  que en la s  
no rm ales ( t a b l a  L U I ) .
TABLA L U I
RELACION MOLAR GLICOCOLA/SERINA EN HIGADO DE RATAS NORMALES Y TRATADAS
CON AMITROL
R elac io n  m olar g ly / s e r  
(*)Grupo de an im ale s  I n te r v a lo  Media
C o n tro l 1.21 -  2 .03  1 .51
A m itro l 1.91 -  2 .91 2 .45
(*) V a lo res  in d iv id u a le s  ex trem es en lo s  an im a le s  in v e ^  
t ig a d o s .
3 .6 .2 .  Aminoâcidos l i b r e s  en su e ro
E l a n â l i s i s  de am inoâcidos l i b r e s  en su e ro  r é v é la  tam biân  d i f e r e ^  
c ia s  e n t r e  la s  r a t a s  de c o n t ro l  y la s  t r a t a d a s  con a m i t r o l .  Sin  embar­
go, e l  v a lo r  de e s te  a n â l i s i s  es l im i ta d o ,  ya que e l  co n te n id o  de am i­
noâcidos l i b r e s  en su e ro  depende en g ran  m edida d é l  e s ta d o  n u t r i c io n a l  
d e l  an im al,
A sî p u e s , e n t r e  to d a s  la s  d i f e r e n c ia s  o b serv ad as  s o lo  se  reco g en  
en l a  p ré s e n te  memoria l a s  e n c o n tra d a s  en l a  r e l a c iâ n  m olar g l i c o c o la /  
s e r in a  por s e r  p a r t ic u la rm e n te  s i g n i f i c a t i v e s .  En la s  r a t a s  norm ales . 
e s t a  r e la c io n  o s c i l a  e n t r e  1 ,29  y 2 ,4 7 , m ie n tra s  que en la s  t r a t a d a s  
t i e n e  un v a lo r  ( re p ro d u c ib le  en dos d e te rm in a c io n e s )  de 0 .6 7 .
La a l t e r a c i ô n  de e s t a  r e la c io n  es de s ig n o  c o n t r a r io  a l a  observa.
da en h îgado  ( ta b la  L U I )  p e ro , en todo  c a s o , pone de m a n if ie s to  l a  p ^
( ■
s i b l e  e x i s t e n c ia  de m o d if ic a c io n e s ,  in d u c id a s  por e l  a m i t r o l ,  en e l  mje 
tab o lism o  de g l i c o c o la .
3 .6 .3 .  D iscu s io n
En lo s  ca so s  e s tu d ia d o s  e l  t r a ta m ie n to  con a m itro l  p rovoca cambios 
c u a l i y  c u a n t i t a t i v o s  en lo s  am inoâcidos l i b r e s ,  ta n to  de h îgado  como 
de s u e ro . Pero  e sa s  v a r ia c io n e s  no pueden j u s t i f i c a r  lo s  e f e c to s  d e l  
a m it ro l  so b re  l a  b i o s î n t e s i s  de p r o te în a s  " in  v iv o " .  La d isp o n ib ilid & d  
de am inoâcidos no se  a n u la  - a l  c o n t r a r io  de lo  que o c u r re  en v e g e ta le s -  
sa lv o  en e l  caso  de un am inoâcido no p r o te ic o ;  e l  âc id o  a -a m in o b u tîr ic o .
A sî p u e s , lo s  r e s u l ta d o s  ô ltim am en te  e x p u es to s  no m o d ifican  l a  h i -  
o ô te s i s  que , n a ra  e x p l ic a r  l a  in f lu e n c ia  d e l  a m it r o l  so b re  l a  b io s în t e -  
s i s  de p r o te în a s ,  se  e s ta b le c io  en e l  a p a r ta d o  3 .5 .2 .
Se ha llam ado a n te r io rm e n te  l a  a te n c iô n  so b re  e l  hecho de que e l  
a m itro l  no provoca l a  d ism in u c iô n  de lo s  n iv e le s  de g l ic o c o la  y s e r in a .  
Por e l  c o n t r a r io ,  la  r e la c iô n  e n t r e  l a s  c o n c e n tra c io n e s  de e s to s  dos am^ 
n o âc id o s se  a l t e r a  se n s ib le m e n te  como co n secu e n c ia  d e l  t r a ta m ie n to .  Es­
t a  a l t e r a c i ô n  es  de s ig n o  o p u esto  en h îgado  y su e ro  y p e rm ite  s u g e r i r  
v a r ia c io n e s  en e l  m etabolism o - b i o s î n t e s i s  o u t i l i z a c i ô n -  de e s to s  ami­
n o â c id o s .
E s ta s  c o n s id e ra c io n e s  m ovieron a co m p lé te r l a  in v e s t ig a c iô n  descri^  
ta  h a s t a  e l  momento con e l  e s tu d io  de dos nuevas c u e s t io n e s .  Por una pajr 
t e ,  l a  in te r c o n v e r s iô n  de g l ic o c o la  y s e r i n a , cuya a l t e r a c i ô n  en lo s  a n i  
m aies t r a ta d o s  c o n d u c ir îa  - a l  menos p o te n c ia lm e n te -  a  lo s  cam bios obser_ 
vados en l a  c o n c e n tra c iô n  r e l a t i v a  de eso s  am in o âc id o s .’ Por o t r a ,  la  e l i -  
m inaciôn  y m etabolism o d e l  a m i t r o l , ya que a l  no a g o ta r  l a  d i s p o n i b i l i ­
dad de g l ic o c o la  y s e r in a  debe d a rs e  en d ic h o s  p ro ceso s  a lg u n a  c i r c u n s -  
• ta n c ia  que d i f e r e n c ie  e l  com portam iento  de m am îferos y v e g e ta le s  f r e n te  
a l  t r a ta m ie n to  con a m i t r o l .
De e s ta  m anera, como se  in d ic a  esquem âticam ente en l a  f ig u r a  21, 
la s  i n v e s t ig a c io n e s  ex p u e s ta s  h a s ta  e l  momento desem bocaron en e l  e s tu ­
d io  de la s  in f lu e n c ia s  d e l  a m it ro l  so b re  e l  e q u i l i b r i o  g l ic o c o la - s e r in a  
y en  e l  de l a  e l im in a c iô n  y tra n s fo rm a c io n e s  de d ic h a  s u s ta n c ia  en mam^ 
f e r o s .
3 .7 .  INFLUENCIA DEL AMITROL SOBRE EL METABOLISMO DE GLICOCOLA
3 .7 .1 .  E x p e r ie n c ia s  " in  v i t r o "  con hom ogeneizados t o t a l e s
3 . 7 . 1 . 1 ,  Inoubacionee con homogeneizadoa de higado de oobaya.
En la s  e x p e r ie n c ia s  r e a l iz a d a s  con hom ogeneizados t o t a l e s  se  obser^ 
v ô , en g e n e ra l ,  un n iv e l  de s î n t e s i s  de s e r in a  a p a r t i r  de g l ic o c o la  e£  
caso  aunque a p r e c ia b le .
En l a  f ig u r a  22 se  o b serv a  e l  crom atogram a c o r re s p o n d ie n te  a una 
de la s  m u e stra s  de c o n t ro l  de l a  e x p e r ie n c ia  1 (v âase  l a  d e s c r ip c iô n  de 
e s t a  e x p e r ie n c ia  en 2 .3 .1 .1 )  acompanado de dos r e g i s t r o s  au tom âticos  de 
r a d l a c t i v id a d . En e l  crom atogram a s e  a p re c ia  c la ra m e n te  l a  mancha c o r r e ^  
p o n d ie n te  a g l ic o c o la  y o t r a ,  de R  ^ m enor, s i tu a d a  en l a  zona d e l  âcido
B I O S I N T E S I S A C T I V A C I O N
<D
"O
V)
O 54-t -M
P
5
to
5
g
HIGADO
SISTEMAS  
ACELULARES
CEREBRO
RETICULOCITOS NO INH,
I  L A C T I V A C I O N  IN VIVO, 
a
t r a n s i t o r i a  ? p e r m a n e n t e  f
T O T A L A A
LIGERA LIGERA
INHIBICION INH.
NO INH. NO INH.
INCORPORACION DE 
LEU C IN A -1- ’^ C IN V I V O - • AUMENTO
T
2.  c D / F E R f N C I A S  en C O M P O S I C I O N  
d e  PROTEINAS?
/ *
VALORACION
DE
ANALISIS DE AA EN 
PROTEINAS
HIGADO SUERO
LIPIDOS DNA
D I S M I N .
D I S M .  A l  
P R I N C I P I O;  
T I E N DE  A 
AUME NTAR
METABOLISMO Y 
ELIMINACION 
DE AT
RNA PROTEINAS
LIBRES
DI SM.
NO
DIFER.
AUME NT.
t
A N A L I S I S  
AA L I B R E S
D IF E R E N C IA S
R E L A C I O N  9 ly / s « r !
DIFERENCIAS
D I S M I N . ELECTROFORESIS
DIFERENCIAS 
EN T-GLOBULINAS
INFLUENCIA AT 
EN METABOLISMO GLY
Figura 21
100 500
I»
FIGURA 22.*^ T rans^arm acion  da g l ic o c o la  en s e r in a ;  in c u b a c iô n  de con­
t r o l .  En l a  o a r  t e  i n f e r i o r  se r e o re s e n ta  e l  crom atogram a
> V* ■
re v e la d o  con n in h id r in a  y en l a  « u o e r io r  e l  r e g i s t r e  a u t£
m a tic o  de r a d ia c t i v id a d .  Curva Z: c o lim a d o r , 6 .0  mm; velo , 
c id ad  de r e g i s t r e , 61 cm /hora; c o n s ta n te  de tiem po , 10 s<e 
gundos; e s c a l a ,  1000 com. Curva B: co lim ador»  1 .5  mm; v e -  
lo c id a d  de r e g i s t r e »  15 cm /hora; c o n s ta n te  de tiem p é , 50 
segundos; e sc a le »  200 cnm.
a s p â r t i c o ,  c i s t i n a  y g lu ta m in a . La p e c u l ia r  c o lo ra c i6 n  de e s t a  zona a l  
r e v e la r  con n in h id r in a ,  hace so sp e ch a r l a  p re p o n d e ra n c ia  d e l  â c id o  a s -  
p â r t i c o .s o b r e  lo s  o t r o s  am in o âc id o s. No s e  o b serv a  mancha en l a  zona cjo 
r r e s p o n d ie n te  a l a  s e r in a  aunque s î  una l i g e r a  o n d u la c io n  d e l  r e g i s t r e  
de r a d ia c t iv id a d  ( f ig u r a  22A), que dem uestra  l a  s î n t e s i s  de s e r in a  a p a r  
t i r  de g l i c o c o la .  Es p o s ib le  d e t e c ta r  mâs c la ra m e n te  l a  a c t iv id a d  p rè se n  
t e  en l a  zona de s e r in a  V ariando  l a s  c o n d ic io n e s  de c o n ta je  ( f ig u r a  22B ), 
De to d as  fo rm as, l a  c o n v e fs iâ n  de g l ic o c o la  en s e r in a  es e s c a s a ,  
lo  que hace d i f î c i l  su d e te rm in a c iô n  c u a n t i t a t i v a  aunque l a  r e s o lu c io n  
c ro m a to g râ f ic a  sea  a c e p ta b le .  La misma s i tu a c io n  s e  p r e s e n tâ  en lo s  c ro  
mâtogramas de m u e stra s  incubadas en p re s e n c ia  de a m i t r o l .  En e l  que, 
acompanado de su r e g i s t r e ,  se  r e p r e s e n ts  en l a  f ig u ra  23 se  a p l ic ô  d o b le  
c a n tid a d  de m u e s tra , lo  que p e rm itiô  a p r e c ia r  l a  mancha de s e r in a  a l  r ^  
v e la r  con n in h id r in a ,  aunque l a  e v a lu a c iô n  c u a n t i t a t i v a  tampoco r é s u l t a  
p o s ib le .
E l c o n ta je  de la s  p ro te în a s  a i s l a d a s  despuâs de l a  in c u b a c iô n  re f l je  
ia  una d ê b i l  in c o rp o ra c iô n  de g l ic o c o la  ( t a b l a  L IV ). Los v a lo re s  o b te n l  
dos son lo  s u f ic ie n te m e n te  b a jo s  p a ra  impedi r  e l  e s ta b le c im ie n to  de con^ 
c lu s io n e s * d e f i n i t i v e s ,  pero  p a rec en  apoyar l a s  o b se rv a c io n e s  r e a l iz a d a s  
con s is te m a s  p u r i f ic a d o s  de h îgado  de cobaye (v âase  3 . 1 .2 ) .
TABLA LIV
ACTIVIDAD INCORPORADA POR PROTEINAS DE HCMOGENEIZADO TOTAL DE
HIGADO DE COBAYA
M uestra  N* C onten ido  A c tiv id a d  (cpm)
1 C o n tro l 19 i  3
2 C o n tro l 18 ± 3
3 A m itro l 21 ± 4
4 A m itro l 19. i  3
2(*) D eterm inada a  e sp e so r  i n f i n i t e  en p la 'c h e ta s  de 1 cm .
Las d i f e r e n c ia s  e n t r e  a q u e l lo s  r e s u l ta d o s  y lo s  p r é s e n te s  son co^- 
se ç u e n c ia  no so lam en te  de o p e ra r  con hom ogeneizados t o t a l e s  en vez  de
N
\
1000
500
#
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("ICURA 2 3 .-  T ran sfo m iac io n  de g l i c o c o la  en s e r in a  en o re s e n c ia  de ami­
t r o l  0 .1  M. E l r e g i s t r o  de a c t iv id a d  se  ha  o b te n id o  a  61 
cm /hora con un. co lim ador de 6 mm, una c o n s ta n te  de tiempo 
de 10 segundos y una e s c a la  de 1000 corn.
s is te m a s  r ib o so m a le s , s in o  tam biëh  d e  que l a  p ro p o rc id n  de g l ic o c o la  en
p r o te în a s  h e p â t ic a s  e s  i n f e r i o r  a l a  de le u c in a ,
#
Con e l  f i n  de o b v ia r  l a s  d i f i c u l t a d e s  e n c o n tra d a s  en  l a  d e te rm in a ­
c iô n  c u a n t i t a t i v a  d e l  m etabo lism o d e  g l ic o c o la  s e  r e a l iz Ô  l a  e x p e r ie n ­
c i a  2 en l a  que -como se  ha in d ic a d o  en 2 ,3 .1 ,1 -  se  aum entô l a  c o n c e n tra  
c iô n  de g l i c o c o la -  y e l  tiem po d e  in c u b a c iô n ,
Sin  embargo, l a  p r e c ip i ta c iô n  con e ta n o l  r e s u l t ô  menos e f ic a z  que 
l a  e fe c tu a d a  con â c id o  t r i c lo r o a c ô t i c o  y ,  p robab lem en te  deb id o  a l a  p re  
s e n c ia  p a r c i a l  de l î p i d o s ,  lo s  crom atogram as p re s e n ta n  p eo r r e s o lu c iô n  
que en l a  e x p e r ie n c ia  a n t e r i o r ,  S iguen o bservândose  l a s  mismas zonas ra^ 
d i a c t i v a s ,  s in  que l a  p re s e n c ia  de â c id o  f ô l i c o  m ejo re  e l  re n d im ie n to  
de l a  s î n t e s i s  de s e r in a .  La in c o rp o ra c iô n  de g l ic o c o la  a  p r o te în a s ,  por 
ra z o n e s  é v id e n te s ,  se  d é te c ta  mucho m ejo r que en l a  e x p e r ie n c ia  a n t e r i o r .  
Las p r o te în a s  a i s l a d a s  de m u e stras  in cu b ad as  en p r e s e n c ia  de a m itro l  t ^  
n îa n  una a c t iv id a d ,  m edida en la s  c o n d ic io n e s  in d ic a d a s  a l  p ie  de l a  ta^ 
b lâ  LIV, de 135 t  14 cpm de l a s  de c o n t r o l .  E s to s  r e s u l ta d o s  e s tâ n  p l e -  
nam ente de acuerdo  con to d o s lo s  d e s c r i t o s  en l a  s e c c iô n  3 .1 .
E l co n ju n to  de la s  e x p e r ie n c ia s  3 y 4 p e rm itiô  o b te n e r  l a s  c o n c lu -  
s io n e s  que se  exponen a c o n t in u a c iô n . La s e p a ra c iô n  c ro m a to g râ f ic a  de 
lo s  p ro d u c to s  de r e a c c iô n  es  buena ex ce p to  s i  l a  p r e c ip i ta c iô n  se  re a M  
za con e ta n o l ,  p e ro , dada l a  pequena c a n t id a d  de g l i c o c o la  tran sfo rm a d a  
l a  e x p lo ra c iô n  a u to m â tic a  de l a s  zonas r a d ia c t i v a s  d e l  crom atogram a - t a n  
to  s i  es  de p a p e l como de capa f i n a -  no p e rm ite  una r e s o lu c iô n  su f ic ie jn  
t e  p a ra  o b te n e r  d a to s  c u a n t i t a t i v o s .  Por ra z o n e s  in s tru m e n ta le s  es mâs 
f â c i l  l l e g a r  a l a  o b te n c iô n  de e s to s  d a to s  m ed ian te  c ro m a to g râ f îa  en c ^  
pa f i n a ,  ya que e l  equ ipo  de c o n ta je  em pleado p a ra  e s t e  f i n  p e rm ite  de­
te rm in e r  l a  a c t iv id a d  de zonas p a r c i a le s  d e l  crom atogram a.
Por o t r a  p a r t e ,  a l  in c u b e r  en m edios a e ro b io s  l a  a d ic iô n  de âc id o  
f ô l i c o  o su d e riv a d o  te tra h id ro g e n a d o  no aum enta e l  re n d im ie n to  de l a  
b i o s î n t e s i s  de s e r in a .
La p u r i f i c a c iô n  p re v ia  d e l  so b re n a d a n te  p o r cambio de iô n  no m ejo- 
r a  l a  re s o lu c iô n  de lo s  crom atogram as y , po r o t r a  p a r t e , conduce a l a  
p e rd id a  p a r c i a l  de lo s  am inoâcidos de  menor a f in id a d  po r l a  r é s in a .  En 
l a s  c o n d ic io n e s  e x p é rim e n ta le s  d e s c r i t a s ,  p a r t e  d e l  â c id o  a s p â r t i c o  se  
p ie rd e  en l a  f a s e  de lav ad o  con ag u a , como se  pudo ccm probar po r l a  apa^ 
r i c i ô n  de a c t iv id a d  en la s  f r a c c io n e s  no r e te n id a s  y c ro m a tro g ra f îa  de 
ô stas^
\
\
\
Con to d o s  e s to s  d a to s  Se p ro c e d iô  a  l a  r e a l i z a c iô n  de una e x p e r ie n  
c i a  d e f i n i t i v e  con hom ogeneizado o b te n id o  de h îg ad o  de r a t a ,  como se  d e ^  
c r ib e  en  e l  a p a r ta d o  s ig u ie n te .
5 .7 ,1 .2 . Inaubaoïân oon homogeneizado de higado de rata,
Por la s  ra z o n e s  e x p u e s ta s  a n te r io rm e n te  s ô lo  se  da c u e n ta  de lo s  
r e s u l ta d o s  o b te n id o s  en e l  c o n ta je  de lo s  crom atogram as de so b ren ad an - 
te s  no p u r i f ic a d o s  po r cambio de iô n .  En l a  t a b la  LV s e  reco g en  e s to s  
r e s u l ta d o s  ex p resad o s  como p o rc e n ta je  de l a  a c t iv id a d  t o t a l  en  cada una 
de l a s  zonas r a d i a c t i v a s  d e l  crom atogram a.
TABLA LV
INFLUENCIA DEL AMITROL 5 .1 0 ’ ^ M SOBRE EL METABOLISMO DE GLICOCOLA
"IN VITRO".
% de l a  a c t iv id a d  t o t a l
M uestras  asp  g ly  s e r
C o n tro l 8 .4  8 2 .8  8 .8
A m itro l 7 .9  8 4 .0  8 .0
(*) M édias de  dos d e te rm in a c io n e s
J .7 ,1 .J .  Dieaueiân,
De tcxlos lo s  d a to s  ex p u es to s  y ,  en e s p e c i a l ,  de lo s  co n te n id o s  en 
l a  t a b l a  LV puede c o n c lu ir s e  que e l  a m it ro l  no a l t e r a  a p re c ia b le m e n te  
e l  m etabo lism o de g l i c o c o la ,  n i  en su  c o n v e rs iô n  en s e r in a ,  n i  en la s  
tra n s fo rm a c io n e s  p o s te r io r e s  de e s t e  d lt im o  am inoâcido . A sî p u e s , la s  
v a r ia c io n e s  e n c o n tra d a s  en l a  r e l a c iô n  e n t r e  g l i c o c o la  y s e r in a  l i b r e s  
no pueden j u s t i f i c a r s e  po r una m o d if ic a c iô n  d i r e c t a  de l a  s e r in a  h id r o -  
x im e t i l t r a n s f e r a s a .
Puede p e n s a r s e ,  no o b s ta n te ,  en a lg ô n  e f e c to  de re g u là c iô n  cuya ac  
c iô n ,  e j e r c id a  " in  v iv o " , se  deba a .a lg u n a  cau sa  d i s t i n t a  a  l a  i n h i b i -  
ciÔn e n z im â tic a  d i r e c t a  p o r p a r t e  d e l  a m i t r o l .  P a ra  d i lu c id a r  e s te  ex­
trem e s e  p la n te a ro n  l a s  e x p e r ie n c ia s  que se  d e s c r ib e n  a  c o n tin u a c iô n .
En e l l a s ,  en v ez  de a n a d ir  a m it ro l  a l  medio de in c u b a c iô n  " in  v i t r o "  se  
in v e s t ig ô  e l  e f e c to  d e l  t r a ta m ie n to  " in  v iv o "  con d ic h a  s u s ta n c ia  so b re
-  176  -
e l  m etabolism o de g l ic o c o la  en p re p a ra d o s  o b te n id o s  de an im a le s  t r a t a d o s .
3 .7 .2 .  E x p e rie n c ia s  " in  v i t r o "  con hom ogeneizados t o t a l e s  de h îg ad o  de 
an im ales  t r a t a d o s . _
Se r e a l iz a r o n  de l a  form a d e s ç r i t a  en l a  s e c c iô n  2 .3 .2 .  Se obtuvo 
una buena r e s o lu c iô n  de lo s  am inoâcidos como puede o b s e rv a rs e  en l a  f i ­
gura 24, que r e p ré s e n ta  uno de lo s  crom atogram as r e a l i z a d o s .  La mancha 
de 0 .2 6  puede co rre sp o n d e r a a s p a ra g in a  o g lu ta m in a , cuyas ra o v il id a -
des son muy semeja n te s  en e l  s is te m a  de d is o lv e n te s  em pleado. La de R.
I f
0 .3 2  y l a  de R^ 0 .4 6  co rresp o n d en  re s p e c tiv a m e n te  a g l i c o c o la  y s e r in a ,
como pudo a p r e c ia r s e ,  adem âs, por e l  com portam iento  de t e s t i g o s .  La ma^
cha in te rm e d ia  puede d e b e rse  a a la n in a ,  h i s t i d i n a  o U s i n a ,  cuyos R.
i ^
p râ c tic a m e n te  c o in c id e n  ( 0 .3 7 , ,0 .3 9  y 0 .3 6  re s p e c t iv a m e n te ) . N i l a s  am- 
bigO edades c i ta d a s  n i  e l  r e s to  de l a s  zonas d e l  crom atogram a t ie n e n  im­
p o r ta n c ia  en la  p ré s e n te  d is c u s io n  po r cuan to  no se  a p re c iô  a c t iv id a d  . 
a lguna  en e l l a s .  Como en lo s  caso s  a n te r io rm e n te  d e s c r i t o s ,  e l  m etabo­
lism o de g l ic o c o la  progrès©  muy poco (mâs d e l  85% de l a  a c t iv id a d  t o t a l  
d e l  crom atogram a p e r te n e c îa  a l  am inoâcido in a l te r a d o )  po r lo  que r e s u l ­
tô  d i f î c i l  o b te n e r r e s u l ta d o s  C u a n t i ta t iv o s  s e g u ro s . P ara  e v i t a r  e s ta  
d i f i c u l t a d , se  p ro c e d iô  a l  a is la m ie n to  de L - s e r in a :  t e t r a h id r o f ô l i c o  
5 ,1 0 -h id r o x im e t i l t r a n s f e r a s a  (E.C. 2 .1 .2 .1 )  ( s e r in a  h id r o x i m e t i l t r a n s f ^  
r a s a )  -enzim a que c a t a l i z a  l a  s î n t e s i s  de s e r in a  a p a r t i r  de g l ic o c o la  
y (G )- de an im ales  norm ales y t r a ta d o s  con a m itro l  como se  d e s c r ib e  en 
l a  se c c iô n  s ig u ie n te .
3 .7 .3 .  E x p e rie n c ia s  con p rep a rad o s  e n z im â tic o s  p u r i f ic a d o s
El t ra ta m ie n to  a que se  r e f i e r e  e l  u ltim o  p â r ra fo  d e l  a p a r ta d o  an­
t e r i o r  fu e  de 8 d îa s  de d u ra c iô n , d u ra n te  lo s  c u a le s  lo s  an im ales  r e c i -  
b ie ro n  5 d o s is  de a m itro l  de 1 g /k g .
E l mâtodo u t i l i z a d o  p a ra  l a  v a lo ra c iô n  de s e r in a  s in t e t i z a d a  r e s u ^  
tô  e f i c a z ,  ya que e s t e  am inoâcido e lu y e  a un tiem po s u f ic ie n te m e n te  dis^ 
t i n t o  d e l  de l a  g l ic o c o la  p a ra  que , aun en e l  caso  de que queden c a n t i -  
dades im p o rta n te s  de e s ta  s in  tr a n s fo rm a r ,  no se  a p re c ie n  in t e r f e r e n c i a s  
en e l  crom atogram a. D etertainada de e s t a  m anera, l a  a c t iv id a d  de l a  p re ­
p a ra c iô n  e n z im â tic a  se  ex p rèsô  en u n id ad es  a r b i t r a r i a s . Una u n id ad  se 
d e f in iô  como l a  c a n tid a d  de enzim a capaz de tra n s fo rm a r  en una h o ra ,  en 
la s  co n d ic io n es  e x p é rim e n ta le s  u t i l i z a d a s ,  1 nmol de g l i c o c o la  en s e r i ­
na. En l a  ta b la  LVI se  reco g e  l a  a c t iv id a d  de s e r in a  h id r o x im e t i l t r a n s -
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f e r a s a  en h îg ad o  de r a t a s  no rm ales y t r a t a d a s  con a m i t r o l ,  ex p resad a  
como u n id a d es  p o r m ilig ram o de p r o te în a  en e l  p re p a ra d o  e n z im â tic o  y u n ^  
dades po r gramo de t e j i d o  se c o . Puede v e r s e  en e l l a  qu e , aunque lo s  v a ­
lo r e s  m edios sean  a lg o  d i f e r e n t e s ,  l a  d is p e r s io n  de lo s  r e s u l ta d o s  no 
p e rm ite  c o n c lu ir  que e l  a m it ro l  a l t é r é  l a  s î n t e s i s  e n z im â tic a  de s e r in a  
a p a r t i r  de g l i c o c o la .
Por c o n s ig u ie n te ,  l a s  v a r ia c io n e s  que se  han observado  en l a  r e l a ­
c iô n  g l i c o c o la / s e r in a  no pueden o b edecer sim plem ente a a l t e r a c io n e s  en 
l a  in te rc o n v e r s io n  de e s to s  am inoâcidos qu e , a ju z g a r  p o r lo s  d a to s  r e -  
sehados en todo  e s t e  c a p î tu lo ,  debe perm anecer norm al no s o lo  en incuba^ 
c io n e s  con a m itro l  " in  v i t r o " ,  s in o  tam biân  despuâs de t r a ta m ie n to s  " in  
v iv o "  con d ic h a  s u s ta n c ia .
TABLA LVI
ACTIVIDAD DE SERINA-HIDROXIMETILTRANSFERASA EN HIGADO DE RATAS 
NORMALES Y TRATADAS CON AMITROL
Grupo de 
am inales
C o n tro l
A m itro l
A c tiv id a d  de l a  enzim a
U/mg de p ro te în a
20 .9
3 0 .7
U/g de t e j i d o  seco
667 ± 201 
758 ± 253
3 .8 .  ESTUDIO DEL METABOLISMO DE AMITROL
3 .8 .1 .  O btenciôn  de d e r iv a d o s  de a m itro l  en v e g e ta le s  y m icroorgan ism os 
Al o b je to  de com parar lo s  p ro d u c to s  d e l  m etabolism o de a m itro l  en
m am îferos con lo s  d e s c r i t o s  en l a  b i b l i o g r a f î a  p ro c e d e n te s  de v e g e ta le s  
y m icroorgan ism os se  p ro c e d iô  a l  t r a ta m ie n to  de v e g e ta le s  con a m itro l  y 
a l  c u l t iv o  de E s c h e r ic h ia  c o l i  26-26 en p re s e n c ia  de d ic h a  s u s ta n c ia ,  
en l a  forma d e s c r i t a  en l a  s e c c iô n  2 .4 .2 .
3 .8 .1 .1 , Derivadoe del metabolismo de am itrol en vegeta les,
E l e x t r a c to  I ,  p rep a rad o  d e l  modo d e s c r i t o  en e l  a p a r .a d o  2 .4 .2 .1 ,  
se  som etiô  a c ro m a to g râ f îa  d e scen d e n te  en p a p e l Whatman n^ 1 , con e l  sis^ 
tema de d is o lv e n te s  B (v âase  2 .4 .1 .1 . )  y se  r e v e lô  con n in h id r in a ,  reac^ 
t iv o  de E h r l ic h  y r e a c t iv o  "H". En l a  f ig u r a  25 se  esquem atiza  e l  r e s u l
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FIGURA 2 5 .-  C ro m a to g râ fîa  en n a o e l Whatmann n* 1 d e l  
" e x t r a c to  I "  de p la n ta s  t r a t a d a s  con am^ 
t r o l .  D îs o lv e n te : s is te m a  B (vease  2 .A .1 . 1 . ) .  
R ev e lad o re s : n in h id r in a ,  r e a c t iv o  de E h r l ic h  
y r e a c t iv o  "H".
ta d o  de d ic h a  c ro m a to g râ f îa .  La mancha que a p a re c e  en l a s  zonas r é v é l a -
d as con r e a c t iv o  de E h r l ic h  y con e l  r e a c t iv o  "H" a R_ 0 ,6 3  e s  in d u d a -
1 •
b lem en te  a m itro l  como se  d esp ren d e  de l a  com paraciôn  con e l  com portam ien 
to  c ro m a to g râ f ic o  de una m u e stra  p u ra  de e sa  s u s ta n c ia ,
A parecen , adem âs, dos manchas de re a c c iô n  p o s i t i v a  con E h r l ic h  y 
"H", cuyos son 0 .7 6  y 0 ,8 6 . P ro v is io n a lm e n te  se  d e s ig n a ro n  e s to s  d ^  
r iv a d o s  como 1 y 2 re s p e c tiv a m e n te , Sôlo e l  p rim ero  de e l l o s  p a re c e  d a r  
re a c c iô n  p o s i t i v a  con n in h id r in a ,  p e ro , ya que l a  r e s o lu c iô n  de l a  c r o -  
ra a to g ra f îa  m onodim ensional e fe c tu a d a  no es  s u f i c i e n t e  p a ra  d i l u c id a r  ejs 
te  ex trem o , se  p ro c e d iô  a l  d e s a r r o l lo  b id im e n s io n a l d e l  e x t r a c to  ï  en 
capa f in a  de c e lu lo s a  segôn e l  metodo ex p u es to  en 2 .2 .5 ,  Se d e s a r r o l l a -  
ro n  s im u ltâneam en te  dos p la ç a s ,  de la s  c u a le s  una se  r e v e lô  con n in h id r ^  
na y l a  o t r a  con e l  r e a c t iv o  "H". En l a  f ig u r a  26 se  reco g en  s u p e rp u e s -  
to s  lo s  esquemas de ambas p la ç a s .  E l d e r iv a d o  1 p a re c e ,  en e f e c to ,  d a r 
re a c c iô n  p o s i t i v a  con n in h id r in a .  La c o in c id e n c ia  p e r f e c t a  e n t r e  l a s  maii 
chas o b te n id a s  con e s te  re a c tiV o  y con e l  "H" c o n s t i tu y e n  un f u e r t e  apo^ 
yo p a ra  e s t a  s u p e rp o s ic iô n . Queda, no o b s ta n te ,  una duda: l a  c i s t i n a  m^ 
g r a ,  en e l  s is te m a  b id im e n s io n a l u t i l i z a d o ,  a una p o s ic iô n  semeja n t e  a 
l a  d e l  d e riv a d o  1 . Mas a d e la n te  se  d a râ  c u e n ta  de la s  e x p e r ie n c ia s  r e a ­
l i z a d a s  p a ra  a c l a r a r  e s t a  in c e r tid u m b rë .
Ya que l a  c a n tid a d  de a m itro l  in a l te r a d o  en lo s  t e j i d o s  v e g e ta le s  
e s  im p o r ta n te , p a ra  e v i t a r  su i n t e r f e r e n c ia  con l a  s e p a ra c iô n  crom ato­
g râ f  i c a  de lo s  d e r iv a d o s  1 y 2 , se  p ro c e d iô  a  una p u r i f i c a c iô n  p a r c i a l  
p r e v ia  d e l  e x t r a c to  I  m ed ian te  c ro m a to g râ f îa  p r é p a r â t iv a  d e scen d e n te  en 
p a p e l Whatman 3MM con e l  s is te m a  de d is o lv e n te  B. La d i s t r i b u c iô n  de 
manchas o b te n id a s  a l  r e v e la r  con r e a c t iv o  de E h r l ic h  lo s  b o rd es  d e l  crjo 
matograma c o rre s p o n d ie n te  a  lo s  ex trem es de l a  l î n e a  de a p l ic a c iô n ,  e s  
semej a n t e  a l a  in d ic a d a  en  l a  f ig u r a  25, s i  b ie n  l a  mayor c a n tid a d  de 
m u e stra  a p l ic a d a  va  en d e tr im e n to  de l a  r e s o lu c iô n  ( f ig u r a  2 7 ). Las zo­
nas m arcadas en d ic h a  f ig u r a  se  e lu y e ro n  separadam eiite  con agua y se  rie 
c ro m a to g râ f ia ro n , u t i l i z a n d o  l a  te c n ic a  a sc e n d e n te  en p a p e l Whatman n * l .
Los r e s u l ta d o s  de la s  c ro m a to g râ f îa s  se  reco g en  en l a  ta b la  LVII 
en l a  que se  in d ic a ,  ademâs d e l  ndmero de manchas o b te n id a s  a l  r e v e la r  
con r e a c t iv o  de E h r l ic h  su R^^ re a c c io n e s  con n in h id r in a  y "H" y su abu^  
d a n c ia  r e l a t i v a .  Puede o b se rv a rs e  que;, ademâs de lo s  dos d e riv a d o s  mâs 
im p o rta n te s  1 y 2 , p u e s to s  ya de m a n if ie s to  po r l a s  c ro m a to g râ f îa s  ante^
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PIGUjlA 2 6 .-  C ro m a to g ra fta  b id im e n s io n a l en capa f in a  de c e lu lo s a  d e l  
" e x t r a c to  I'^ de p la n ta s  t r a t a d a s  con a m i t r o l .  Las zonas 
o u n tead as  in d ic a n  l a s  manchas p u e s ta s  de m a n if ie s to  a l  
r e v e la r  con n in h id r in a  y la s  ro deadas de un t r a z o  c o n t i ­
nue re p re s e n ta n  l a s  que a d q u ie re n  c o lo r  r o j  iz o  a l  re v e ­
l a r  con r e a c t iv o  "H". Los s is te m a s  de d is o lv e n te s  empleja 
dos son lo s  d e s c r i t o s  en l a  se c c iô n  2 .2 .5 .
iZ o n a  r o v o lo f l a
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FIGURA 2 7 .-  C ro m a to g râfîa  p r e p a r a t iv e  so b re  p a p e l d e l  " e x t r a c to  I "  de 
p la n ta s  t r a t a d a s  con a m itr o l .
TABLA LVII
DERIVADOS DEL METABOLISMO DE AMITROL EN VEGETALES. 
SEPARACION POR CROMATOGRAFIA EN PAPEL, SISTEMA B,
a 1 0 .7 0  -  0 .7 5 + + -H4-
3 0 .4 5 - + +
b 1 0 .7 4 + +
c 2 0 .7 7  -  0 .8 0 ? + 4-H
d 2 0 .7 7  -  0 .8 0 , ? + 44-+
4 0 .9 5 - +
e AT 1 .00 — + 444-
( 1 ) .  Segôn e l  esquema de l a  f ig u r a  27,
( 2 ) .  Medido so b re  l a s  manchas re v e la d a s  con r e a c t iv o  de E h r l ic h
r i o r e s ,  a p a re c e  po r lo  menos uno nuevo , d es ig n ad o  como 3 , que se  encwun 
t r a  p r é s e n te  en p ro p o rc iô n  muy e s c a s a .  La mancha que a p a re c e  a  R^^ 0.9i> 
a l  c ro m a to g râ f ia r  e l  e lu id o  de l a  zona d y que en l a  t a b la  LVII se  d é­
s ig n a  como "d e r iv a d o  4" puede s e r  en r e a l id a d  a m i t r o l ,  Aunque en n in g u -  
na de l a s  c ro m a to g râ f îa s  r e a l iz a d a s  c o in c id e  exac tam en te  su R  ^ con e l  
de e sa  s u s ta n c ia ,  l a  e s c a s a  p ro p o rc iô n  en que s e  e n c u e n tra  im p id iô , en 
e l  momento de l a  in v e s t ig a c iô n  r e f e r i d o ,  l a  a p l ic a c iô n  de o tro s  môtodos 
a n a l î t i c o s  (v é a n se , no o b s ta n te ,  la s  ra z o n e s  q u e , a fa v o r  de l a  e x i s t e n  
c ia  de e s t e  c u a r to  d e r iv a d o , se  dan mas a d e l a n te ) .
Aunque de lo s  d a to s  de l a  t a b la  LVII se  d esp ren d a  l a  id e n t i f i c a c iô n  
de a iguno  de lo s  d e r iv a d o s  con lo s  ya d e s c r i t o s  en l a  b i b l i o g r a f î a ,  se  
pospondrâ e s t a  i d e n t i f i c a c iô n  h a s ta  l a  e x p o s ic iô n  t o t a l  de todas l a s  tÔ £ 
n ic a s  a n a l î t i c a s  u t i l i z a d a s ,
Una v ez  o b te n id a  l a  in fo rm ée iô n  in d ic a d a ,  se  p ro c e d iô  a l a  s e p a ra ­
c iô n  de d e r iv a d o s  de a m itro l  p o r c ro m a to g râ f îa  de cambio de iôn d e l  ex ­
t r a c t o  X segôn l a  të c n ic a  e x p u e s ta  en  2 .4 ,2 .1 .  Las f r a c c io n e s  28-42 y 
57-62 de l a  c ro m a to g râ f îa  p r e v ia  d ie ro n  r e a c c iô n  p o s i t i v a  con reactivo 
"H ", Dor lo  que se  re c o g ie ro n  y se  c ro m a to g râ f ia ro n , e s t a  vez  sobre pa-
p e l  (Whatman n * l ,  té c n îc a  a sc e n d a n te )  cpn e l  s is te m a  de d is o lv e n te s  B,
En l a  t a b la  LV III se  in d ic a n  lo s  de  lo s  d e r iv a d o s  de a m itro l  p re se n  
te s  en cada una de l a s  f r a c c io n e s ,
A l a  v i s t a  de e so s  r e s u l t a d o s ,  queda pues a c la ra d a  l a  e x i s t e n c ia
r e a l  de c u a tro  d e r iv a d o s . E l a m it ro l  e lu y e  en l a s  f r a c c io n e s  5 7 -6 2 , n e -  
tam en te  sep a rad o  de su s  d e r iv a d o s , por lo  que l a  s u s ta n c ia  de 0 .9 1 -  
0 ,9 7  p re s e n te  en la s  f r a c c io n e s  28-30 (d e riv a d o  4 , segdn l a  d e s ig n a c ië n  
a n t e r io r )  no puede, en modo a lg u n o , i d e n t i f i c a r s e  con d l .  Se t r a t a  de 
un d e r iv a d o  no d e s c r i t o  h a s ta  l a  f e c h a , s in  duda po r su e sc a s a  p ro p o r-  
c io n  y por l a  p rox im idad  de su R^ a l  d e l  a m i t r o l ,
E l d e riv a d o  2 e lu y e  a c o n t in u a c i6 n  en una zona muy e x te n sa  ( f r a c c i ^
nes 31-42) y su R^^ (0 .7 6 -0 .8 5 )  p e rm ite  i d e n t i f i c a r l o  con e l  d e riv a d o  I
TABLA LV III
CROMATOGRAFIA SOBRE PAPEL DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS EN LA SEPARATION 
POR CAMBIO DE ION DE EXTRACTOS DE PLANTAS TRATADAS CON AMITROL.
Fracci& n n® R^^ de lo s  d e r iv a d o s  y abundanc ia  r e l a t i v a
28 0 .9 1 (d )
29 0 .9 5 (d )
30 0 .9 7 (d )
31
32
33
0 .8 5 (d )
0 .8 5 (d )
0 .8 6 (d )
34 0 .8 6 (d )
35 0 .8 5  (m) 0 .7 0 (d )
36 0 .8 3  (m) 0 .7 1 (d )
37 0 .8 0 ( i ) 0.71(m )
38 0 .8 0 ( i ) 0.69(m ) 0 .4 1 (d )
39 0 ,8 1 ( i ) 0.64(m )
40 0 .8 0 ( i ) 0 .4 2 (d )
41 0.78(m )
42
57 -  62 l.O O (i)
0 .7 6 (d )
( i )  » mancha in t e n s a ;  (m) m edia; (d ) d ë b i l .
de H e r r e t t  y L inck  (9 , 5 2 0 ), p a ra  e l  que se  ha d e s c r i t o  en l a  b ib l io g r £  
fx a  un de 0 ,7 5 -0 .8 0  (5 0 7 ). E l d e r iv a d o  1 e lu y e  en l a s  f r a c c io n e s  3 5 - 
39 y su R^^ en e l  s is te m a  u t i l i z a d o  e s  de 0 .6 4 -0 .7 1 .  De re a c c iô n  p o s i t ^  
va  con n in h id r in a  lo  q u e , ju n to  con su com portam iento  c ro m a to g râ f ic o , 
conduce a su i d e n t i f i c a c iô n  con e l  d e r iv a d o  I I  de H e r r e t t  y L inck  (9 ,
520) cuyo R^^ en e l  s is te m a  B es  de 0 .6 5 -0 .7 0  (16 , 507; v ë a n se , adem âs, 
la s  t a b la s  I  y I I ) .  Como se  ha com entado en l a  p rim era  p a r t e  de e s t a  me^  
m o ria , e s t e  d e r iv a d o  e s ,  a su v e z , id ê n t ic o  a l a  a m i t r o l i l - a l a n in a  de 
M ass in i (11 , 15, 1 6 ) ,
F in a lm e n te , e l  d e r iv a d o  3 , de R^^ 0 ’.4 2 -0 .4 5 , que e lu y e  en la s  frac^ 
c lo n e s  38-40 puede s e r  e l  X de R acusen (7) aunque no s e  ha  podido  detejc 
t a r  r e a c c io n  d e l  mismo con n in h id r in a .
3 .5 .1 .2 .  Estudio partiGular de ta amitrolitalan'Cna,
Una vez r e a l iz a d a  e s ta  c ro m a to g ra f îa  p r e v ia  de id e n t i f i c a c iS n ,  se
p ro c e d iô  a l a  s e p a ra c ië n  p r e p a r a t iv a  d e l  d e r iv a d o  1 . P a ra  e l l o  se  r e p i -  
t i ô  l a  s e p a ra c iô n  po r cambio de io n  como se  ha d e s c r i t o  en 2 .4 .2 .1 ,  y 
la s  f r a c c io n e s  que c o n te n ia n  e l  c i ta d o  d e r iv a d o  se  re c ro m a to g ra f ia ro n  
en columna de c e lu lo s a  que se  e lu y o  con e l  s is te m a  B. Las f r a c c io n e s
18-21 de e s t a  nueva c ro m a to g ra f îa  c o n te n îa n  un u n ico  d e r iv a d o  de a m i t r o l ,  
cuyo R ._  en c ro m a to g ra f îa  a sc e n d a n te  fu e  de 0 .6 4 -0 .6 8  en e l  s is te m a  B y
I
0 .3 5 -0 .4 0  en e l  s is te m a  E. E l d e r iv a d o  1 s e  a i s l d  d e l  c o n ju n to  de e s a s  
f r a c c io n e s  po r e v a p o ra c io n  d e l  d is o lv e n te  y se  r e c r i s t a l i z 6  de e t a n o l -  
agua .
Una m u e stra  p u ra  de e s t e  d e r iv a d o  se  so m eti6  a c ro m a to g ra f îa  a u to -  
m â tic a  en un a n a l iz a d o r  de am inoâcidos s ig u ie n d o  lo s  m ëtodos ex p u e s to s  
en l a  p a r t e  e x p e r im e n ta l.  La a m i t r o l i l - a l a n i n a  e lu y e  en una p o s ic iô n  
c o ïn c id e n te  con l a  de l a  v a l in a  cuando s e  u t i l i z e  e l  método de a n £ l i s i s  
de am inoâcidos l i b r e s  y c o in c id e  con l a  a la n in a  en e l  p ro c e d im ie n to  de • 
a n â l i s i s  de h id r o l iz a d o s  de p r o te în a s .  En l a  f ig u r a  28 s e  reco g e  e l  cro^
matograma de una m u e stra  de a m i t r o l i l a l a n in a  d e s a r r o l l a d a  por e s t e  u l t ^
mo p ro c e d im ie n to  en p re s e n c ia  de 0 .2  ym oles de cada uno de lo s  am inoâc^  
dos p r o te i c o s .  E l a m i t r o l ,  c ro m a to g ra fia d o  en la s  mismas c o n d ic io n e s ,  y 
d e te c ta d o  por e l  m êtodo o r ig i n a l  d e s c r i t o  en  e l  a p a r ta d o  2 .4 .1 .3 ,  no es  
capaz de e l u i r  con e l  tampon de c i t r a t o  so d ic o  0 .2  N, pH 4 .2 5  y s o lo  lo  
hace en la s  c o n d ic io n e s  r e q u e r id a s  p a ra  am inoâcidos b â s ic o s  en form a de 
un p ic o  ancho s i tu a d o  inm ed ia tam en te  a n te s  de U s i n a  ( f ig u r a  2 9 ). La d ^
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FIGURA 2 9 .
Eluci6n de amitrol (a ) y 
de una mezcla sintética de 
aminoÂcidoB bAsicos (b ) en
un a n a liz a d o r  automAtico 
de aminoAcidos.
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te c c iô n  es p o s ib le  ya que e l  p ro d u c to  de r e a c c io n  g n tr e  e l  a m itro l  y e l  
r e a c t ivo  de E h r l ic h  m o d ificad o  d e l  que se  h a  hecho uso aunque t i e n e  un 
maximo de a b s o rc io n  a 404 nm, p ré s e n ta  a 440nm ( lo n g i tu d  de onda d e l  c ^  
n a l  2 de ünichrom ) un c o e f i c ie n t e  de e x t in c iô n  r e la t iv a m e n te  a l t o  (aprjo 
ximadamente ig u a l  a 0 ,7e^Q ^) ( f ig u r a  3 0 ).
El pKg de la  l i s i n a  es 8 .9 5 , m ie n tra s  que e l  pK^ d e l  a m itro l  es 
4 .1 7  (5 2 1 ). E l r e t r a s o  en l a  e lu c iô n  de e s t e ,  se  j u s t i f i e s  por su estruc^  
tu r a  c î c l i c a ,  que puede in te r a c c io n a r  fu e r te m e n te  con e l  e s q u e le to  a r o -  
m a tico  de l a  r é s in a  u t i l i z a d a  ( p o l i ( e s t i r e n o - d iv in i lb e n c e n o ) ) .
E s te  d a to  c o n s t i tu y e  una p ru eb a  a d ic io n a l  a fa v o r  de l a  id e n tid a d  
e n t r e  e l  d e riv a d o  1 y l a  a m i t r o l i l a l a n in a .  M assin i c a lc u lô  p a ra  e s t a  uL 
tim a un pK^ de 2 .1  (1 1 ). D e b e rîa , p o r t a n to ,  e l u i r  con e l  tampon de pH 
3 .2 8 , en una p o s ic iô n  sem ejan te  a l a  d e l  ac id o  a s p i r t i c o  (pK^ = 2 .0 9 ) ,  
pe ro  su e lu c iô n  en l a  p o s ic iô n  de l a  a la n in a  (pK^ = 2 .35 ) se  j u s t i f i e s  
p len am en te , h ab id a  cu e n ta  de l a s  in te r a c c io n e s  e n t r e  e l  n u c leo  de t r i a -  
z o l  y e l  e s q u e le to  de l a  r é s i n a ,  p u e s ta s  de m a n if ie s to  en l a  c ro m a to g r^  
f i a  de a m itro l  p u ro .
Con o t r a  m u estra  d e l  d e riv a d o  1 puro  se  r e a l i z ô  un e s p e c tro  i n f r a -  
r r o jo  en p a s t i l l a  de KBr ( f ig u r a  3 1 ) . Del examen d e l  mismo se  pueden o_b 
te n e r  la s  c o n c lu s io n e s  que se  ex p re san  a c o n t in u a c iô n . Las dos bandas 
que ap a recen  a 3380 y 3315 cm pueden a s ig n a r s e  a  v ib ra c io n e s  de te n ­
s io n ,  a n t i s im e t r ic a  y s im e tr ic a  r e s p e c t iv a m e n te ,  d e l  e n la c e  N-H de una 
am ina p r im a r ia .  Las f r e c u e n c ia s  de e s t a s  bandas s e  a j u s t a s  a l a  ecu a c iô n  
e m p ir ic s  de B ellam y,
V  = 0 .876  V  + 345.5  s as
v a l id a  p a ra  am inas p r im a r ia s .  En un e s p e c tro  de a m itro l  puro  ( f ig u r a  32) 
pueden o b s e rv a rs e  e s ta s  bandas a 3410 y 3330 cm • Tambiôn a p a re c e n , auri 
que a f r e c u e n c ia s  lig e ra m e n te  d i s t i n t a s  en e l  e s p e c tro  de 1 - a c e t i l a m i-  
t r o l  ( f ig u r a  3 3 ) . La com paraciôn con e l  e s p e c tro  d e l  3 - a c e t i l a m i t r o l ,  
en e l  que sô lo  se  a p re c ia  una banda en l a  re g io n  de 3400-3300 cm  ^ ( f i ­
g u ra  3 4 ) , p e rm ite  a s e g u ra r  l a  a s ig n a c iô n  a n t e r i o r .
La p ro g re s iô n  de bandas que a p a re c e  en e l  e s p e c tro  d e l  d e r iv a d o  1 
e n t r e  2700 y 200 cm  ^ (hombro a 2690 y bandas d e b i le s  a 2330 y 2025 cm ^) 
a p a re c e  in d i c a t iv e  de una e s t r u c t u r a  de am inoâcido . Se t r a t a  de bandas 
d e b id a s  a a lg u n a  v ib r a c iô n ,  no b ie n  a s ig n a d a , d e l  NH  ^ que se  p ré s e n ta s
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en todos lo s  e s p e c tro s  de am inoâcidos e s tu d ia d o s .
La banda de 1400 cm  ^ puede i d e n t i f i c a r s e  como c o r re s p o n d ie n te  a 
l a  v ib r a c iô n  de f l e x i â n  de lo s  e n la c e s  C-0 en un a n iô n  c a r b o x i la to .
. En e l  e s p e c t r o 'd e l  d e r iv a d o  1 s e  puede a p r e c ia r  tam b ien  una banda 
qu e , aunque de a s ig n a c iô n  i n c i e r t a ,  se  e n c u e n tra  ta n to  en e l  e s p e c tro  
de a m itro l  puro  como en e l  de lo s  d e r iv a d o s  e s tu d ia d o s .  Se t r a t a  de l a  
de 3165 cm ^ . Una s i tu a c io n  sem e jan te  s e  da con r e s p e c to  a  l a  banda de 
1425 cm Se e n c u e n tra  en e l  d e r iv a d o  1 ,  en e l  a m i t r o l  y en su  d e r iv a ­
do 1 - a c e t i l a d o ,  m ie n tra s  que s o lo  se  a p r e c ia  un hombro a  e s a  f r e c u e n c ia  
en e l  e s p e c tro  de 3 - a c e t i l a m i t r o l .
Todas e s ta s  o b se rv a c io n e s  in d ic a n  que es  c o m p a tib le  con e l  d e r iv a ­
do 1 una e s t r u c t u r a  de a m i t r o l i l a l a n in a .  D icho de o t r a  fo rm a , ya  que l a  
id e n t id a d  e n t r e  e l  d e r iv a d o  1 y e l  ATX de M a ss in i se  ha  p robado  p r e v i^  
m ente po r m ëtodos c ro m a to g râ f ic o s , l a  e s p e c t ro s c o p îa  i n f r a r r o j a  -q u e  no 
se  h a b ia  usado h a s t a  l a  fe c h a  en e l  e s tu d io  d e l  d e r iv a d o -  p ro p o rc io n a  
un nuevo argum ento en fa v o r  de l a  e s t r u c t u r a  p ro p u e s ta  p o r M a s s in i,
3 ,8 ,1 ,3 . Derivados del métabolisme de am itrol en mioroorganismos,
Los c u l t iv o s  de E. c o l i  26-26 s e  p re p a ra ro n  en l a  form a d e s c r i t a  
en 2 .4 .2 .2 .  En l a  f ig u r a  35 se  han r e p re s e n ta d o  l a s  c u rv a s  de crec im ieja  
to  de lo s  m icroorgan ism os de c o n t ro l  y c u l t iv a d o s  en p r e s e n c ia  de ami­
t r o l .  Puede o b s e rv a rs e  que en e s to s  u lt im o s  e l  c re c im ie n to  e s t â  considje 
rab le m en te  r e ta rd a d o  y n i  s iq u ie r a  a l  cabo de 100 h o ra s  de c u l t iv o  e l  
numéro de b a c t e r i a s  es  com parable a l  p r é s e n te  a l  tâ rm in o  d e l  c re c im ie n ­
to  lo g a r i tm ic o  no rm al.
La a d ic iâ n  de ad en in a  e h i s t i d i n a  a n u la  s o lo  en  p a r t e  lo s  e f e c to s  
to x ic o s  d e l  a m itro l E l m icroorgan ism o c re c e  despuâs de una f a s e  e s ta c ijo  
n a r ia  de unas 20 h o ra s  p a ra  l l e g a r  a l a  f a s e  de l i s i s  45 h o ra s  d espuâs 
de l a  a d ic io n  de ad en in a  e h i s t i d i n a .  La l i s i s  t i e n e  lu g a r  cuando e l  
nâmero de b a c t e r i a s  e s  aân b a jo  s i  se  compara con e l  c re c im ie n to  n o rm a l, 
pero  e l  m icroorgan ism o puede in c lu s o  l l e g a r  a r e e s t r u c t u r a r s e .
Por e l  c o n t r a r io ,  l a  a d ic iâ n  de s e r in a  no t i e n e  n ingun  e f e c to  so ­
b re  e l  c re c im ie n to  de E. c o l i  26-26 en p r e s e n c ia  de a m i t r o l  a l  0.1% .
El e s tu d io  c ro m a to g râ f ic o  com pleto  d e l  medio de c u l t i v o  de b a c te ­
r i a s  c r e c id a s  en p re s e n c ia  de a m itro l  e s  d i f î c i l  d eb id o  a  l a  c o n c e n tra ­
t i o n ,  r e la t iv a m e n te  a l t a ,  de â c id o  d iam in o p im âlico  que l i b e r a  e l  m icro ­
organism o u t i l i z a d o .  E s te  am inoâcido , cuya p r e s e n c ia  s e  d é t e c t a  c a s i  iii
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m ediatam en te  d espuês  de l a  a d îc l5 n  de ad en in a  e h i s t i d i n a ,  t i e n e ,  en t £  
dos lo s  s is te m a s  e s tu d ia d o s  un muy sem ejan te  a l  de l a  a m i t r o l i l a l a n l  
na y su abund an c ia  d i f i c u l t a  l a  d e te c c io n  con n in h id r in a  de e s t e  d e r iv ^  
do d e l  m etabo lism o de a m i t r o l .  S ih  em bargo, e l  re v e la d o  de lo s  c ro m a to - 
gramas con r e a c t iv o  de E h r l ic h  y so b re  todo con e l  "H” , e s p e c î f ic o  de 
a m in o tr ia z o le s ,  p e rm ite  d e s c u b r i r  en to d o s lo s  m edios de c u l t iv o  de m i­
c roo rgan ism os c re c id o s  con a m itro l  l a  p re s e n c ia  de c a n t id a d e s  v a r i a b le s  
de e s t a  s u s ta n c ia  i n a l t e r a d a  y dos d e r iv a d o s  cuyos R^^ en e l  s is te m a  B 
son 0 ,6 5  y 0 .8 4 . Se t r a t a  p u e s , de a m i t r o l i l a l a n in a  y e l  d e r iv a d o  2 , ^  
co n tra d o s  ya en v e g e ta le s  en e l  t r a n s c u r s o  de e s t a  in v e s t ig a c iô n .  Su p r£  
p o rc iô n  r e l a t i v a  e s  v a r i a b l e  segun l a s  a d ic io n e s  que se  hayan e fe c tu a d o  
so b re  e l  c u l t iv o  y l a  c o n c e n tra c iô n  r e l a t i v a  maxima de a m i t r o l i l a l a n i n a ;  
se  e n c u e n tra  en lo s  m edios de c u l t iv o  de b a c t e r i a s  c r e c id a s  en p re s e n ­
c i a  de s e r in a .  E l r e s u l ta d o  es lô g ic o  s i  s e  t i e n e  en c u e n ta  l a  p a r t i c â  
p ac io n  de e s t e  am inoâcido  en l a  b io s f n t e s i s  de a m i t r o l i l a l a n in a  (1 4 , 1 6 ) .
3 .8 .2 .  M etabolism o de a m itro l  en m am iferos
S, 8,2*1» Puesta a punto de t^oniaas de valoraGidn de am itrol.
En e l  a p a r ta d o  2 .4 .1 .2 ,  b) se  han m encionado lo s  d e t a l l e s  experimejn 
t a i e s  de l a  m o d if ic a c iô n  d e l  metodo de Green y F e in s te in  (5 0 9 ) . La n e c ^  
s id a d  d e l  cambio de lo n g i tu d  de onda a l  v a lo r a r  con â c id o  "H" en lu g a r  
de c ro m a trô p ico  r é s u l t a  é v id e n te  a l  o b s e rv e r  e l  e s p e c tro  v i s i b l e  d e l  co  ^
lo r a n te  d e s a r r o l la d o  con e l  p rim ero  de lo s  r e a c t iv o s  ( f ig u r a  3 6 ) . En l a s  
c o n d ic io n e s  d e s c r i t a s  s e  cumple l a  le y  de L am bert-B eer en to d o s  lo s  i n -  
te rv a lo s  de c o n c e n tra c io n e s  de a m itro l  h a s ta  un v a lo r  mâximo de 50 yg /m l 
( f ig u ra  3 7 ) ,  po r lo  que l a  a p l i c a b i l id a d  de e s t a  tê c n ic a  e s  sem ejan te  a 
l a  de Grëen y F e in s te in  y pueden u t i l i z a r s e  in d is t in ta m e n te .
3 .8 .2 .2 , Eetudio de la elim inaciôn de am itrol,
El p rim er e s tu d io  so b re  l a  e lim in a c iô n  de a m itr o l  p o r ; an im ales  trja  
ta d o s  se  r e a l i z ô  con lo s  mismos an im a le s  u t i l i z a d o s  p a ra  l a  e x p e r ie n c ia  
de in c o rp o ra c iô n  de le u C in a  " in  v iv o "  (vêanse  s e c c io n e s  2 .2 .1  y 3 .2 .1 ) .  
Los an im ale s  t r a t a d o s  r e c ib ie r o n  a m itro l  p o r v£a i n t r a p e r i t o n e a l  lo s  
d£as 1®, 3®, 5® y 6® de l a  e x p e r ie n c ia  y se  re c o g iô  su o r in a  en lo s  d£as 
2®, 3®, 4®, 6® y 8®. La o r in a  re c o g id a  se  som etiô  d ire c ta m e n te  a  croma­
to g ra f  l a  de p a p e l ,  d e s a r r o l l a d a  con b u ta n o l-â c id o  a c â t ic o -a g u a  (6 3 :1 0 :2 7 )
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(522) y re v e la d a  con r é a c t iv e  de E h r l ic h .  E l esquema de d ic h a  crom ato - 
g r a f i a  se  ha reco g id o  en l a  f ig u r a  38 en l a  (j^ ue se  puede a p r e c ia r  que 
la  e l im in a c iô n  d e l  a m itro l  po r v îa  u r i n a r i a  es  r â p id a ,  ya que ap a rece  
a n te s  de l a s  24 h o ra s  de l a  p rim era  in y e c c iô n  y no se  d é t e c ta  su present 
c i a  en l a  o r in a  d e l  d ia  o c ta v o , re c o g id a  e n t r e  24 y 48 h o ra s  despues de 
la  a d m in is tra c iô n  de l a  C ltim a d o s is .
La o t r a  mancha in te n s a  de 0 ,4 8 ,  que s e  e n c u e n tra  en  to d as  la s  
m u e stra s  re c o g id a s ,  da tam biên  r e a c c iô n  p o s i t i v a  con n in h id r in a ,  pero  
no co rresp o n d e  a n ingun  d e riv a d o  de a m itro l  po r cu an to  s e  e n c u e n tra  tam 
b iô n  en l a  o r in a  de an im ales n o rm ales . En su momento se  pudo com probar 
que c o rre sp o n d ra  a u r e a .
Por o t r a  p a r t e ,  e l  tr a ta m ie n to  con a m itro l  p roduce un aumento d e l  
pH de l a  o r in a ,  segun puede a p r e c ia r s e  en l a  t a b la  LIX. E s te  aumento no 
puede d e b e rse  a l a  p re s e n c ia  de a m itro l  en o r in a ,  p u es to  que e l  pH de 
l a  m u e stra  c o r re s p o n d ie n te  a l  segundo d i a ,  que ya c o n tie n e  a m itro l  en 
c a n tid a d  n o ta b le ,  es  to d a v ra  no rm al. Ademis, l a s  d is o lu c io n e s  de a m itro l ,  
aun c o n c e n tra d a s , t ie n e n  un pH muy proxim o a l a  n e u t r a l id a d ,  como cabe 
e s p e ra r  d e l  v a lo r  de su p l  (7 .7 1 ) c a lc u la d o  a p a r t i r  de lo s  d a to s  de 
Schmidt y G ehlen (5 2 1 ).
TABLA LIX
pH DE LA ORINA DE RATAS TRATADAS CON AMITROL 
D ia de tr a ta m ie n to  pH
2 ® 6 . 6
3® 8 .9
4 ’ * 9 .1
6“ 8 .7
Los denôs e s tu d io s  r e a l iz a d o s  con o r in a  de an im ale s  p e r te n e c ie n te s  
a o t r a s  s e r i e s  de t r a ta m ie n to s  a r r o ja r o n  c o n c lu s io n e s  s im i la r e s  a la s  
e x p u es ta s  en cu an to  a l a  r a p id a  e l im in a c iô n  d e l  a m i t r o l .
3,8,2»3, Inveetigaoiân de derivados de amitrol en animales tratados.
Se han com entado en l a  p rim era  p a r t e  de e s t a  memoria lo s  escasos^  
d a to s  que s e  en c u e n tra n  en l a  b i b l i o g r a f î a  so b re  e l  m etabo lism o  de am^
ORINA DIA 
2 3 AT
ORINA DIA 
6 8
R f
r  0
-  0.8
FIGURA 3 8 .-  E lim in ac iô n  de a m itro l  p o r v îa  u r i n a r i a .  Vëanae en e l  te x to  
lo s  d e t a l l e s  de l a  e x p e r ie n c ia .
t r o l  en m am iferos. Cabe d e s ta c a r  en e s t e  momento l a s  o b se rv a c io n e s  de 
Fang y c o l .  (108) so b re  l a  g ran  v e lo c id a d  con que se  m e ta b o liz e  e l  ami­
t r o l  en h ig a d o .
Las e x p e r ie n c ia s  r e a l iz a d a s  en e l  cu rso  de l a  p r e s e n te  in v e s t ig a ­
c iô n  e s ta n  de com pleto  acuerdo  con e s to s  d a to s .  Se ha in v e s t ig a d o  l a  p r ^  
s e n c ia  de a m itro l  o su s  d e r iv a d o s  en e l  h fgado de to d o s lo s  an im ales  
t r a ta d o s  de l a s  s e r i e s  1 , 2 y 3 Cvease 3 .4 .2 )  y en n ingun  caso  sè  pudo 
d e t e c ta r  n inguno de e l l o s ,  n i  m ed ian te  te c n ic a s  c ro m a to g ra f ic a s  n i  po r 
lo s  metodos de v a lo ra c io n  d e s c r i t o s  en e l  a p a r ta d o  2 .4 .1 .2 .
S in  em bargo, en l a  o r in a  de lo s  a n im a le s , p re p a ra d a  p a ra  su  a n a l i -  
s i s  po r e l  metodo ex p u es to  en 2 .4 .1 ,4 ,  s i  se  pueden d e t e c ta r  m e ta b o li­
te s  de a m itro l  m ed ikn te  e l  empleo de te c n ic a s  c ro m a to g ra f ic a s  ad ecu ad as.
La o r in a  p u r i f i c a d a  p a rc ia lm e n te  se  som etiô  a c ro m a to g ra f la  a sc e n ­
d a n te  en d iv e rs e s  s is te m a s  de d i s o lv e n te s .  En l a  t a b la  LX s e  in d ic a n  l a s  
manchas que a p a re c ie ro n  a l  r e v e la r  lo s  crom atogram as con r e a c t iv o  "H".
TABLA LX
DE DERIVADOS DE AMITROL PRESENTES EN ORINA DE ANIMALES TRATADOS. 
D iso lv e n te  Manchas d e te c ta d a s ^  ^
A 1 .00  ( i )  
AT
0 .2 5  (m) 0 .1 4  (m) 
ATala (0 .0 9 )
B 1 .0 0  ( i )  
AT
0 .8 5  (m) 
ATala (0 .7 5 )
0 .6 9  (m) 
I (H -L ) (0 .6 5 )
0 .4 6  (d)
X (R )(0 .4 7 )
C 1 .0 0  ( i )  
AT
0 .7 8  (m) 
I (H -L )(0 .5 5 )
0 .3 0  (d)
X (R )(0 .3 3 )
0 .2 6  (m) 
ATala (0 .2 0 )
D 1 .00  ( i )  
AT
0 .4 4  (m) 
I(H -L)
0 .3 0  (m) 
ATala (0 .2 l )
0 .0 7  (d) 
X(R)
(*) A c o n t in u a t io n  d e l  R^^ de cada mancha se  in d ic a  su  abun d an c ia  r e ­
l a t i v a  ( i  “  in te n s a ;  m ** m edia; d = d e b i l )  y d eb a jo  d e l  R^^ s e  in d ic a  
l a  a s ig n a c iô n  r e a l iz a d a  p a ra  cada mancha y e l  R^^ d e s c r i t o  en l a  b i -  
b l i o g r a f i a  (ATala = a m i t r o l i l a l a n in a ;  I(H -L ) = d e r iv a d o  I  de H e r r e t t  
y L inck ; X(R) = X de R acusen.
Bn c a s i  to d o s  lo s  c a so s  a p a re c e n  t r e s  m anchas, ademas d e l  a m it ro l ;  
dos de e l l a s  t i e n e n  una in te n s id a d  m ed ia , m ie n tra s  que l a  t e r c e r a  e s  d£  
b i l ,  Los d a to s  e x p é r im e n ta le s  re c o g id o s  en l a  t a b la  LX p e rm ite n  d e c id i r  
' l a s  a s ig n a c io n e s  que en l a  misma s e  in c lu y e n . En e l  s is te m a  A s o lo  se  
a p re c ia n  dos manchas de in te n s id a d  m edia en  v ez  de t r e s ,  pe ro  en l a  de 
mas a l t o  pueden s o la p a r s e  lo s  dos d e r iv a d o s  no a s ig n a d o s . Por o t r a  
p a r t e ,  de lo s  dos d e r iv a d o s  mës im p o rta n te s  de a m itro l  en o r in a ,  l a  ami  ^
t r o l i l a l a n i n a  e s  l a  p r e s e n te  en menor c a n t id a d ,  a l  c o n t r a r io  de lo  que 
o c u rre  como co n se c u e n c ia  d e l  m etabo lism o de a m itr o l  en  a lu b ia s .  P a ra  corn 
p l e t a r  e s to s  e s tu d io s  se  r e a l i z ô  una nueva e x p e r ie n c ia  en l a  que se  i n -  
y e c tô  a lo s  an im a le s  a m itro l  y g l i c o c o la  en c a n t id a d e s  e q u im o le c u la re s . 
Los d e r iv a d o s  a i s la d o s  de o r in a  s ig u e n  s ie n d o  en  e s t e  caso  lo s  mismos, 
pero  su s  p ro p o rc io n e s  r e l a t i v e s  v a r î a n ,  ya que l a  mancha mas in te n s a  c£  
r r e s p o n d îa  a  a m i t r o l i l a l a n i n a ,  m ie n tra s  que e l  d e r iv a d o  2 y e l  p ro p io  
a m itro l  se  e n c o n tra b a n  p ré s e n te s  en menor p o rp o rc iô n . E s to s  nuevos r e ­
s u l ta d o s  e n c a ja n  p e r fe c ta m e n te  con lo s  a n t e r io r e s  y s u g ie re n  q u e j tam­
b ie n  en m am iferos, l a  fo rm ac iôn  de a m i t r o l i l a l a n in a  t i e n e  lu g a r  a p a r­
t i r  de g l i c o c o la .
P a ra  com parer d é f in i t iv a m e n te  lo s  d e r iv a d o s  d e l  m etabo lism o de ami 
t r o l  en r a t a s  con lo s  de  v e g e ta le s  y m ic ro o rg a n ism o s ,se  r e a l i z ô  una c r£  
m a to g ra f îa  en cape f i n e  de c e lu lo s a  con e l  d is o lv e n te  B de lo s  e x t r a c -  
to s  o b te n id o s  de p l a n t a s ,  medio de c u l t iv o  de E. c o l i  y o r in a ,  ta n to  de 
an im ales  t r a t a d o s  con a m itro l  en l a  form a aco stu m b rad a , como de lo s  t r £  
ta d o s  con a m itro l  y g l i c o c o la .
La f ig u r a  39 re c o g e  e l  r e s u l ta d o  de r e v e l a r  d ic h a  c ro m a to g ra f ta  con 
r e a c t iv o  "H". No s e  a p r e c ia  en e l l a  l a  p re s e n c ia  d e l  d e r iv a d o  3 (X de 
Racusen) deb id o  a q u e , p a ra  o b te n e r  buena r e s o lu c iô n  d e l  r e s to  de la s  
zo n as , s e  a p l ic a r o n  lo s  problem as a  b a ja  c o n c e n tra c iô n . Puede o b s e rv a r ­
s e  q u e , en cu an to  a  lo s  dos d e r iv a d o s  mis im p o r ta n te s , e l  p a ra le lis m o  
e n t r e  l a s  tra n s fo rm a c io n e s  d e l  a m it ro l  e s  co m p le to , a  p e s a r  de l a  d i f e -  
r e n c ia  e v o lu t iv a  que e x i s t e  e n t r e  l a s  e s p e c ie s  in v e s t ig a d a s .  E l esquema 
pone de m a n if ie s to ,  adem as, l a s  c o n se c u e n c ia s , a n te s  a p u n ta d a s , de l t r a  
ta m ien to  de lo s  an im a le s  con m ezclas de a m itro l  y g l i c o c o la .
3,8,2,4, Metaboliamo del amitrol "in vitro".
P a ra  co m p le ta r  l a  s e r i e  de i n v e s t ig a c io n e s  r e a l i z a d a s  so b re  e l  me­
ta b o lism o  de a m itro l  en  r a t a s  s e  r e a l iz ô u n a  e x p e r ie n c ia  f i n a l  segun la
a ATn  1.0
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FIGURA 3 9 .-  C rom atografî a  a sc e n d a n te  de: 1 )" E x tra c to  I "  de p la n ta s  
t r a t a d a s  con a m itr o l .  2) Medio de c u l t iv o  de E. c o l i  
26-26 c re c id o  en p re s e n c ia  de a m itro l  a l  0,1%. 3) Ami­
t r o l .  A) O rina  p u r i f i c a d a  de an im ales t r a ta d o s  con me^ 
c ia  de a m itro l  y g l i c o c o la .  5) Id .  de an im ales t r a t a d o s  
so lo  con a m itro l .
tê c n ic a  e x p u e s ta  en  e l  a p a r ta d o ^ 2 .4 .1 .6 .  La s e p a ra c l6 n  c ro rn a to g rê f ic a  
se  l le v ô  a  cabo con e l  d is o lv e n te  A y d espuês de r e v e l a r  e l  c ro m a to g ra -  
ma con r e a c t iv o  "H" s 6 lo  s e  pudo poner de m a n if ie s to  l a  e x i s t e n c ia  de 
a m itr o l  in a l te r a d o .  A sl p u e s , en la s  c o n d ic io n e s  e x p é r im e n ta le s  u t i l iz a ^  
d a s ,  e l  a m itro l  no e s  capaz de m e ta b o liz a r s e  " in  v i t r o " .
3 .8 .3 .  D isc u s io n  de lo s  e s tu d io s  de m etabo lism o de a m itro l
E l a m itro l  s e  m e ta b o liz e  rêp id am en te  en r a t a s  p a ra  d a r  o r ig e n  fu n -  
dam entalm ente a  dos d e r iv a d o s , cuyo com portam iento  c ro m a to g rê f ic o  c o in ­
c id e  con e l  de lo s  e n c o n tra d o s  en o t r o s  o rg an ism es , a m i t r o l i l a l a n in a  y 
e l  d e riv a d o  d es ig n ad o  como 2 en l a  p r é s e n te  in v e s t ig a c iô n .  E s te  u ltim o  
no e s  s in o  e l  d e r iv a d o  I  de H e r r e t t  y L in ck , an a lo g o , p o r o t r a  p a r t e ,  
a l  Y de R acusen. Se o r ig in s  tam biên  un t e r c e r  d e r iv a d o , cuya p ro p o rc iô n  
es m enor, que puede i d e n t i f i c a r s e  con e l  X de Racusen aunquç su  r e a c c io n  
con n in h id r in a  no es  a p r e c ia b le .
« Pero  l a  fo rm acion  de e s to s  d e r iv a d o s  no r e p r e s e n t s  p a ra  lo s  mamîfe_ 
ro s  l a  u n ie s  v îa  de d e s in to x ic a c io n ,  ya  que s e  é lim in a  a m itro l  i n a l t e r ^  
do p o r o r in a  en g ra n  p ro p o rc iô n . Por e s t e  m o tiv o , s i n  duda, e l  t ra ta m ie ii  
to  con a m itro l  no conduce a l a  d e s a p a r ic iô n  de g l ic o c o la  y s e r in a  como 
o c u rre  en v e g e ta le s ,  s in o  que sim plem ente da o r ig e n  a una d ism in u c iô n  
r e l a t i v a  d e l  n iv e l  de s e r in a  en h îgado  -  e l  t e j i d o  mas a c t iv o  en e l  me­
ta b o lism o  de a m itro l  (1 0 8 )-  p o r s e r  e s e  am inoacido  uno de lo s  s u s t r a to s  
m is in m ed ia to s  p a ra  l a  fo rm acion  de a m i t r o l i l a l a n in a .
E l hecho de que e l  a m it ro l  no se  tra n s fo rm e  " in  v i t r o "  y lo  haga 
a c t ivam ente " in  v iv o "  h a b la  en  fa v o r  de l a  in d u c c iô n  en e s t e  ü ltim o  ca­
so de s is te m a s  e n z im it ic o s  encargados de co o p é re r  a l a  d e s in to x ic a c io n  
p o r tra n s fo rm a c iô n  b io q u îm ic a  d e l  a m i t r o l ,  in d u c c iô n  que ha s id o  d e s c r ^  
t a  en num erosas o cac io n es  como c o n secu e n c ia  d e l  t r a ta m ie n to  de an im ale s  
con d ro g as  tô x ic a s  (5 2 3 ).
Quedan de e s t a  m enera com pletados lo s  e s tu d io s  so b re  lo s  e fe c to s  
d e l  a m itro l  en m am îferos, j u s t i f i c a n d o s e ,  con lo s  d e s c r i t o s  en l a s  ô l t ^  
mas s e c c io n e s ,  l a s  anom alîa s  e n c o n tra d a s  en e l  a n a l i s i s  de am in o lc id o s  
l i b r e s  en l a  p ro p o rc iô n  r e l a t i v a  de g l i c o c o la  y s e r in a .
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4. CONCLUSIONES
E l o b je to  i n i c i a l  d e l  p r é s e n te  t r a b a jo  - e s tu d io  de l a  in f lu e n c ia  
d e l  a m itro l  so b re  l a  b i o s î n t e s i s  de p r o te în a s  en m am îferos- ha desembo^ 
cado , despuês de i n v e s t ig a c io n e s  a c e rc a  de su s e f e c to s  en l a  in c o rp o ra  
c iô n  de am inoacidos a p ro te în a s  en s is te m a s  a c e lu la r e s  e " in  v iv o " ,  en 
e l  e s tu d io  de lo s  e f e c to s  d e l a m itro l  co n co m itan tes  con la s  a l t e r a c i o -  
nes que causa  so b re  l a  b i o s î n t e s i s  de p ro te în a s  " in  v iv o " . A t a l  f i n  s e  
ha in v e s t ig a d o  su  in f lu e n c ia  so b re  e l  co n ten id o  de a c id o s  n u c le ic o s ,  
l î p id o s ,  y am inoacidos l i b r e s  y , f in a lm e n te ,  se  ha e s tu d ia d o  e l  méca­
nism e de l a  e l im in a c iô n  y m etabolism o d e l  a m i t r o l .  A c o n tin u a c iô n  s e  ex 
ponen la s  c o n c lu s io n e s  o b te n id a s  en e l  t r a n s c u r s o  d e l  t r a b a jo .
1 - .  E l a m itro l  no a l t e r a ,  en un n iv e l  im p o r ta n te ,  l a  b i o s î n t e s i s  
de p ro te în a s  en s is te m a s  a c e lu l a r e s .  En su  p re s e n c ia  no se  o b se rv a  in h ^  
b ic iô n  a lg u n a  en lo s  o b te n id o s  de c e re b ro  y de r e t i c u l o c i t o s  de con e jo  
y s ô lo  una l i g e r a  d ism in u c iô n  (15 -  20 %) en s is te m a s  a i s la d o s  de hîg_a 
do de cobaya. Las e x p e r ie n c ia s  r e a l iz a d a s  p a ra  l o c a l i z a r  e l  modo de an 
c iô n  d e l a m itro l  en e s t e  u ltim o  caso  in d ic a n  que l a  d ism in u c iô n  en e l  
n iv e l  de in c o rp o ra c iô n  de am inoacidos se  debe a un r e t r a s o  i n i c i a l  en 
su a c t iv a c iô n .  E s te  extrem o se  ha p u e s to  de m a n if ie s to  m ed ian te  e l  em­
p le o  de una tê c n ic a  o r ig i n a l  p a ra  e l  e s tu d io  de l a  p rim era  f a s e  de l a
b i o s î n t e s i s  de p r o te în a s ,  b asad a  en l a  d e te rm in a c iô n  de l a  d ism in u c iô n
32de a c t iv id a d  de ATP-y- P en p re s e n c ia  de p i r o f o s f a to  no rm al.
2 - .  Cuando, despuês de t r a ta m ie n to s  c o r to s  con a m i t r o l ,  se  in y e c -  
t a  a r a t a s  le u c in a -^ ^ C  l a  in c o rp o ra c iô n  de e s t e  am inoacido en p ro te în a s  
es s u p e r io r  a l a  norm al en todos lo s  t e j i d o s  e s tu d ia d o s  (h îg a d o , bazo
y p ro te în a s  de s u e r o ) . Las d i f e r e n c ia s  m ayores se  e n c u e n tra n  en p r o te ^  
nas de su e ro  y e s t e  e f e c to  es in d e p e n d ie n te  de l a  c a n t id a d  de a m itro l  
in y e c ta d o  p a ra  d o s is  s u p e r io re s  a 1 g/K g.
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3 - ,  E l t r a ta m ie n to  con a m itro l  d u ra n te  p e r io d o s  de tiem po s u p e r io ­
re s  a  50 d ia s  p rovoca p ê rd id a  de peso  de lo s  an im ale s  que va  acompanada 
po r una ré d u c t io n  d e l  tamano d e l  h îg a d o . S i l à  d u ra t io n  d e l  t r a ta m ie n to  
es i n f e r i o r  e l  h îgado  es mayor de lo  norm al y ,  a l  mismo tiem po , puede 
p r e s e n ta r s e  una e le v a t io n  d e l  peso  t o t a l  de lo s  a n im a le s .
4 - .  Como c o n secu e n c ia  de tra ta m ie n to s  de d u ra t io n  m edia (55 d îa s )  
s e  o b se rv a  una d ism in u c iô n  d e l  n iv e l  de DNA h e p S tic o  que s e  a t r ib u y e  a 
l a  c a re n c ia  de s u s t r a to s  p a ra  su  b i o s î n t e s i s .  E s tu d io s  h i s to lô g ic o s  han 
re v e la d o  que e sa  d ism in u c iô n  se  tr a d u c e ,  a  n iv e l  c e l u l a r ,  en l a  defom m  
c iô n  o in c lu s o  a u se n c ia  t o t a l  de n u c leo s  en zonas c o n c re te s  d e l  p a rê n -  
quima h e p i t i c o  que ex h ib en  m arcada n e c r o s i s .  La c a re n c ia  de s u s t r a to s  
no e s  co n secu e n c ia  de d e fe c to s  de a b s o rc iô n , ya que e l  examen m ic ro sc ô - 
p ic o  de l a  mucosa i n t e s t i n a l  no r é v é la  an o rm a lid a d e s .
5 - .  En p a r a le lo  to n  l a  d ism in u c iô n  de DNA e l  a m it ro l  p rovoca l a  d e l  
n iv e l  de RNA y p r o te în a s .  La p e rd id a  de e s ta s  ô lt im a s  puede ademas j u s t ^  
f i c a r s e  p o r l a  in h ib ic iô n  de l a  b i o s î n t e s i s  de t i r o x in a  q u e , en condicio^ 
nes n o rm a le s , e s t im u la  l a  s î n t e s i s  de p r o te în a s  h e p a t ic a s  y ,  p o r o t r a  
p a r t e ,  puede r e la c io n a r s e  con l a  d ism in u c iô n  de tamano d e l  h îg a d o .
6 - .  Se ha observado  aumento en l a  c o n c e n tra c iô n  de am in o lc id o s  l i ­
b re s  en e l. h îgado  de lo s  an im ales  t r a ta d o s  con a m itro l  d a to  que puede 
i n t e r p r e t a r s e  en co n co m itan c ia  con l a  d ism in u c iô n  d e l  n iv e l  de p r o te în a s  
h e p i t i c a s .  E l a n a l i s i s  c u a l i  y c u a n t i t a t iv o  de am in o lc id o s l i b r e s  perm i­
t e ,  adem as, c o n c lu ir  que l a  d is p o n ib i l id a d  de lo s  que e n tra n  a  fo rm ar 
p a r te  de l a s  p r o te în a s  es  norm al en todos lo s  caso s  - a l  c o n t r a r io  de lo  
que o c u r re  en v e g e ta le s  t r a t a d o s  con a m i t r o l -  y no puede , p o r t a n to ,  jus^ 
t i f i c a r  l a  menor c a n tid a d  de p r o te în a s  h e p a t ic a s .
7-« Las d i f e r e n c ia s  m is n o ta b le s  e n c o n tra d a s  en e l  a n i l i s i s  de ami 
n o lc id o s  l i b r e s  de an im ales  no rm ales y t r a t a d o s  con a m itro l  s e  encuen­
t r a n  en e l  co n ten id o  de ta u r in a  y s u lfô x id o s  de m e tio n in a . E s to s  r e s u l ­
ta d o s  ap un tan  h a c ia  una i n t e r f e r e n c i a  d e l  a m itro l  con e l  m etabolism o de
/
com puestos a z u fra d o s  que no ha s id o  d e s c r i t a  h a s ta  l a  fe c h a . P or o t r a  
p a r t e ,  l a  r e la c iô n  e n t r e  l a s  c o n c e n tra c io n e s  de g l ic o c o la  y s e r in a  aumen 
ta  en  h îgado  despuês de l a  a d m in is tr a c iô n  de a m i t r o l . .
8 - . A l cabo de la rg o s  t r a ta m ie n to s  (mis de 100 d îa s )  e l  a m itro l  p r£  
voca un l i g e r o  aumento en l a  c a n t id a d  de DNA h e p i t i c o .  Aunque no se  ob-
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' s e rv an  m e ta s t a s i s  n i  a l t e r a c i o n e s  m a c ro sc o p ica s ,  e s t e  aumento s e  a t r i b u ­
ye a l  comienzo de a l t e r a c i o n e s  n e o p la s i c a s  .que, conforme se  ha d e s c r i t o  
en l a  b i b l i o g r a f î a ,  t i e n e n  lu g a r  como co n secu e n c ia  de l a  a d m in i s t r a c iô n  
p ro longada  de a m i t r o l .
9 - .  E l n i v e l  de p r o t e î n a s  s ig u e  s ien d o  i n f e r i o r  a l  norm al a l  cabo
de t r a t a m ie n to s  l a rg o s ,c o n  a m i t r o l .  E s te  hecho , ju n t o  con e l  l i g e r o  aumeii 
to  de DNA, p a re c e  i n d i c a r  que l a  b i o s î n t e s i s  de p r o t e î n a s  c o n t in u a  p a r ­
c ia lm e n te  in h ib id a »  prdbab lem ente  por c a r e n c ia  de t i r o x i n a .
1 0 - .  En todos l o s : c a s o s i  y con in d ep en d en c ia  de l a  d u ra c iô n  d e l  trai 
ta m ie n to ,  s e  ob se rv a  una d ism inuc iôn  d e l  n i v e l  de l î p i d o s  en lo s  an im ales  
in y e c ta d o s  con a m i t r o l ,  E s te  descenso  se  puede i n t e r p r e t e r  en concom itan­
c i a  con l a s  a l t e r a c i o n e s  que, como se  ha d e s c r i t o  en l a  b i b l i o g r a f î a ,  p r £  
voca e sa  s u s t a n c i a  en e l  m etabolism o de h i d r a t o s  de ca rbono .
1 1 - .  E l a n a l i s i s  de l a s  p r o te î n a s  h e p i t i c a s  no r é v é l a  d i f e r e n c i a s  
a p r e c ia b le s  de composic i ô n  e n t r e  l a s  norm ales  y l a s  p ro c é d a n te s  de anima­
l e s  t r a t a d o s .  A sî p u es ,  l a  mayor in c o rp o ra c iô n  de l e u c in a  a p r o t e î n a s  " i n  
v iv o "  despues de t r a t a m ie n to s  c o r to s  puede a t r i b u i r s e  a un inc rem en to  ini^ 
c i a l  de su  b i o s î n t e s i s ,  r e la c io n a d o  con e l  aumento de tamano d e l  h îg a d o .
Por o t r a  p a r t e ,  l a  d ism in u c iô n  d e l  n i v e l  de p r o t e î n a s  experim entado  
p o r  lo s  an im ales  som etidos  a j t r a t a m ie n to s  medios o la rg o s  s e  i n t e r p r é t a  
como co n secu en c ia  de una a c c iô n  in te rm e d ia  e i n e s p e c î f i c a  a t r a v ô s  d e l  
t i r o i d e s .
1 2 - .  E l a n i l i s i s  de p r o t e î n a s  de su e ro  r é v é l a  d i f e r e n c i a s  de composi^ 
c iô n  pequenas pero  r e p ro d u c ib le s  y s i g n i f i c a t i v e s  despuês d e l  t r a t a m ie n to  
con a m i t r o l .  C onsideradas  en su c o n ju n to ,  l a s  p r o te î n a s  de su e ro  de a n i ­
m ales t r a t a d o s  r e s u l t a n  s e r  mas b a s ic a s  ya que l a  r e l a c i ô n  e n t r e  am inoacl 
dos b a s ic o s  y a c id o s  es s u p e r io r  a l a  no rm al .  E l  a n a l i s i s  e l e c t r o t o r ê t i c o  
de e sa s  p r o t e î n a s  p e rm i te  d e t e c t a r  que e l  t r a t a m ie n to  con a m i t r o l  va  acom 
panado po r  un inc rem en to  en e l  n i v e l  de y -g lo b u l in a s  -c a s o  f r e c u e n t e  en 
p ro ceso s  de i n t o x i c a c i ô n -  que da cu en ta  de l a  mayor b a s ic id a d  d e l  con jun­
to  de l a s  p r o t e î n a s  de s u e ro .
1 3 - .  En e l  a n a l i s i s  de am inoacidos  l i b r e s  en su e ro  s e  p u e d i  d e t e c t a r  
tam biên una v a r i a c iô n  en l a  r e l a c i ô n  de c o n c e n tra c io n e s  de g l i c o c o l a  y s £  
r i n a .  E s te  d a to ,  ju n t o  con lo s  o b te n id o s  en e l  a n a l i s i s  de a m in i lc id o s  li^ 
b r e s  h e p a t ic o s  s u g ie r e  una acc iô n  d e l  a m i t r o l  so b re  e l  e q u i l i b r i o  g l i c o c o  
l a  -  s e r i n a .
' 1 4 - .  La p r e s e n c i a  de a m i t r o i  no m o d i f ic a  l a  b i o s î n t e s i s  ” in  v i t r o "
de s e r i n a  a p a r t i r  de g l i c o c o l a .  Su adm in i-s trac io n  a r a t a s  tampoco redju 
ce l a  a c t iv id a d  n i  e l  n i v e l  t o t a l  en h îgado  de s e r i n a  h i d r o x i r a e t i l t r a n ^  
f e r a s a .  Las d i f e r e n c i a s  en l a  r e l e c i ô n  g l i c o c o l a / s e r i n a  no se  deben por 
ta n to  a a l t e r a c i o n e s  en l a  in t e r c o n v e r s io n  de e s to s  am inoâc idos,
1 5 - .  Todas l a s  c o n c lu s io n e s  e s t a b l e c i d a s  a n te r io rm e n te  in d ic a n  que 
e l  a m i t r o l  p r é s e n ta  f r e n t e  a mamiferos una to x i c id a d  que ,  aunque poco 
i n t e n s a ,  es com pleja  y p e r fe c ta m e n te  d e f in i d a  y com ple ja .
1 6 - .  E l a m i t r o l  s e  é l im in a  rap id am en te  de lo s  an im ale s  t r a t a d o s  
po r v î a  u r i n a r i a ;  a n te s  de l a s  24 h o ra s  de su a d m in is t r a c io n  ya  se  d e -  
t e c t a  en c a n t id a d  a p r e c i a b l e .  S im ultâneam ente  se  puede o b s e rv e r  una ele^ 
v a c io n  d e l  pH de l a  o r in a  que no se  debe a l a  s im p le  p r e s e n c i a  de am i- 
t r o i .
1 7 - .  Ademas de a m i t r o l  i n a l t e r a d o  s e  pueden d e t e c t a r  en l a  o r in a  
de an im ales  t r a t a d o s  dos m e ta b o l i to s  en c a n t id a d  r e l a t iv a m e n te  im portaii 
t e  y un t e r c e r o  en p ro p o rc iô n  muy e s c a s a .  Los dos mas abondan tes  s e  han 
i d e n t i f i c a d o  por t e c n i c a s  c ro m a to g ra f ic a s  con e l  ATX de M ass in i  y e l  de 
r iv a d o  I  de H e r r e t t  y L in ck .  E l menos abondan te  puede s e r  i d ê n t i c o  a l  
d e r iv a d o  X de Racusen. Las i d e n t i f i c a c i o n e s  s e  han e s t a b l e c i d o  p o r  com- 
p a r a c io n ,  despues de a i s l a r  lo s  d e r iv a d o s  c o r r e s p o n d ie n te s  a p a r t i r  de 
v e g e t a l e s  t r a t a d o s  con a m i t r o l  y m icroorganism os c r e c id o s  en p r e s e n c i a  
de d ic h a  s u s t a n c i a .
1 8 - .  En e l  t r a n s c u r s o  de l a s  i d e n t i f i c a c i o n e s  d e s c r i t a s  en l a  con­
c l u s i o n  a n t e r i o r  s e  han o b te n id o  nuevos d a to s  que c o n s t i tu y e n  un apoyo 
a d i c i o n a l  a l a  e s t r u c t u r a  de a m i t r o l i l a l a n i n a  p ro p u e s ta  p o r  M assin i pa­
r a  e l  ATX. P a ra  e l l o  s e  ha hecho uso de l a  e s p e c t r o s c o p ia  i n f r a r r o j a  y
de un e s tu d io  s è m i c u a n t i t a t i v o  d e l  com portam iento d e l  ATX en un a n a l i -
zador au to m âtico  de am inoâc idos .
1 9 - .  E l consumo de s e r i n a  d e s t in a d o  a  l a  b i o s î n t e s i s  de a m i t r o l i ­
l a l a n i n a  puede s e r  l a  causa  de l a s  v a r i a c i o n e s  o b se rv ad as  en  l a  r e l a ­
t i o n  g l i c o c o l a / s e r i n a  que , como se  ha in d ic a d o  a n t e r io r m e n te ,  no pueden 
d e b e rs e  a  a l t e r a c i o n e s  en l a  i n t e r c o n v e r s io n  de e s to s  a m in o âc id o s . En 
e s t e  s e n t i d o ,  aunque de modo i n d i r e c t o ,  ap u n tan  l a s  e x p e r i e n c ia s  r e a l i -  
zadas  a l  i n y e c t a r  s im u ltâneam en te  a lo s  an im a le s  a m i t r o l  y g l i c o c o l a .
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' 2 0 - ,  E l a m i t r o l  no es capaz  de m e ta b o l i z a r s e  " i n  v i t r o "  cuando se
anade a un homogeneizado de h îgado  de r a t a .  E s te  d a t o ,  ju n to  con e l  de 
su  r â p id a  t ra n s fo rm a c io n  " i n  v iv o " ,  p a re c e  i n d i c a r  que e s t a  â l t im a  t i ^  
ne lu g a r  despues de un p ro ceso  de in d u c c io n  de lo s  s is te m a s  e n z im â t ico s  
re s p o n s a b le s  de l a  b i o s î n t e s i s  de sus d e r iv a d o s .
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